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1 Einleitung 
1.1 Das Immunsystem 
Der menschliche Organismus ist im Laufe des Lebens einer Vielzahl von 
Krankheiten ausgesetzt. Unter anderem machen chemische und physikalische 
Einflüsse, aber vor allem auch eine Vielzahl von Mikroorganismen wie z. B. 
Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten krank. Die Untersuchung der Vorgänge, 
die im Kampf gegen diese Pathogene im Körper ablaufen, ist Gegenstand der 
immunologischen Forschung. Heute wissen wir, dass das menschliche 
Immunsystem aus zwei voneinander abgrenzbaren Teilen besteht: dem 
angeborenen und dem erworbenen Immunsystem. Diese beiden Teile 
funktionieren keineswegs unabhängig voneinander, sondern sie beeinflussen 
sich gegenseitig. Es entwickelte sich das Konzept der „Transitionalen 
Immunität“, das alle Prozesse umfasst, die zwischen der Wahrnehmung einer 
Infektion durch Zellen des angeborenen Immunsystems und der Aktivierung 
des erworbenen Immunsystems stattfinden (Pennington et al., 2005). Im 
Folgenden werden die wichtigsten Bestandteile und Funktionen der 
angeborenen und der erworbenen Immunität kurz vorgestellt. 
 
1.1.1 Die Zellen des angeborenen Immunsystems 
Das angeborene Immunsystem setzt sich aus verschiedenen Komponenten 
zusammen, die es dem Organismus ermöglichen, schnell auf Pathogene zu 
reagieren. So bilden z.B. die Epithelien des Körpers eine physikalische 
Barriere gegen eindringende Krankheitserreger. Sollten Pathogene diesen 
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Schutz überwinden, können spezialisierte Zellen, die sogenannten Phagozyten, 
zu denen unter anderem Makrophagen und Neutrophile gehören, diese durch 
Phagozytose aufnehmen und zerstören. Neben der Bekämpfung ist die 
wichtigste Funktion dieser Zellen, die Information über die Infektion an das 
erworbene Immunsystem weiterzuleiten. Auch die zytotoxisch wirksamen 
natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) sind wie Granulozyten direkte Effektorzellen. 
Eine weitere wichtige Funktion der Zellen des angeborenen Immunsystems ist 
die Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen, welche unter anderem die 
erworbene Immunantwort beeinflussen (Abbas et al., 2007). 
 
1.1.2 Die Zellen des erworbenen Immunsystems 
Im Verlauf der erworbenen Immunantwort kommt es zu einer 
antigenspezifischen Reaktion, die in einem lang anhaltenden Gedächtnis 
gegen das jeweilige Antigen mündet. Sie beruht auf der Wirkung von T- und 
B-Lymphozyten. Grundsätzlich gehören Immunreaktionen, die durch 
antigenspezifische zytotoxische T-Zellen und TH-Zellen vermittelt werden, zur 
zellvermittelten Immunität, die einen der beiden Teile des erworbenen 
Immunsystems bilden. Der andere Teil ist die humorale Immunität, welche auf 
der Wirkung von Antikörpern beruht, die von B-Zellen produziert werden 
(Abbas et al., 2007). Zur Aktivierung einer antigenspezifischen Immunantwort 
kommt es in den lymphatischen Organen, wo sich ein Großteil der 
Lymphozyten befinden. In den lymphatischen Organen zeigen Zellen des 
angeborenen Immunsystems die Anwesenheit eines Pathogenes an, indem sie 
den T-Zellen bestimmte Antigene des Erregers präsentieren. Professionelle 
antigenpräsentierende Zellen (APC) sind dendritische Zellen, Makrophagen und 
B-Zellen. Die Aktivierung von T-Zellen stellt einen sehr wichtigen Teil der 
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erworbenen Immunität dar, weil der Fortgang der weiteren Immunantwort 
durch die verschiedenen TH-Zellsubpopulationen bestimmt wird. Auf die 
einzelnen TH-Zellsubpopulationen und deren Funktion wird im nächsten 
Abschnitt eingegangen. Nach erfolgreicher Bekämpfung einer Infektion 
verhindern regulatorische Zellen ein „Überschießen“ der Immunantwort, indem 
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1.2 T Helfer-Zell-Differenzierung 
1.2.1 T Helfer-Zell-Subpopulation 
Die Einteilung der T-Helfer-Zellen begann in den späten 1980er Jahren durch 
Mosmann und Coffman (Mosmann et al., 1989). Im Gegensatz zu den 
zytotoxischen T-Zellen, die infizierte Zellen direkt eliminieren können, 
aktivieren die TH-Zellen hauptsächlich weitere Leukozyten, wie Makrophagen 
und zytotoxische T-Zellen für die zelluläre Immunantwort. Des weiteren 
werden B-Zellen aktiviert, die für eine humorale Immunantwort nötig sind. Zur 
Aktivierung naiver TH-Zellen bedarf es verschiedener Signale. Zuerst bindet 
der T-Zell-Rezeptor-Komplex an den Antigen/MHC-II-Komplex auf den APC. 
Weiter ist für die Aktivierung der TH-Zellen, die Ligand-Bindung            
ko-stimulatorischer Rezeptoren, wie z.B. CD28 und Zytokinen wichtig. 
 
 
Abbildung 1.1: Übersicht über die T Helfer-Zelldifferenzierung, modifiziert nach Awasthi et al., 
2009. 
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Im weiteren Verlauf bestimmt das vorherrschende Zytokinmilieu die weitere 
Differenzierung der aktivierten T-Zellen. Durch das Zytokin IL-12 differenzieren 
aktivierte TH-Zellen mithilfe des Transkriptionsfaktors T-bet zu TH1-Zellen. 
Durch die Produktion von IFN-γ fördern sie die Entzündung wie auch die 
zelluläre Immunantwort. Die zelluläre Immunantwort ist vor allem wichtig für 
die Bekämpfung intrazellulärer Erreger. Darunter fallen z.B. Viren, intrazelluläre 
Bakterien und Parasiten. Eine Entwicklung von TH2-Zellen wird durch das 
Zytokin IL-4 in Verbindung mit dem Transkriptionsfaktor GATA-3 ermöglicht. 
Diese TH2-Zellen produzieren IL-4, IL-5 und IL-13 und aktivieren so B-Zellen. 
Diese humorale Immunantwort spielt bei der Bekämpfung extrazellulärer 
Organismen eine entscheidende Rolle. Ebenso kommt ihr eine große 
Bedeutung bei allergischen Reaktionen zu (Awasthi et al., 2009). Durch die 
Einteilung der TH-Zellpopulationen konnte die Bekämpfung einer Vielzahl von 
Erregern erklärt werden (Abb. 1.1). Doch die Entstehung von 
Autoimmunkrankheiten oder die Bekämpfung einiger extrazellulärer Bakterien 
und Pilze forderte das Vorhandensein weiterer TH-Zell-Subpopulationen. 
 
1.2.1.1 Entdeckung und Eigenschaften der TH17-Zellpopulationen 
Für selbstreaktive TH1-Zellen konnte in adaptiven Zelltransfer-Experimenten, im 
Fall des Myelin-Oligodendrozyten Glykoproteins, ein Transfer der 
Autoimmunität und somit ein Transfer der Krankheit in die Empfängermaus 
gezeigt werden (Das et al., 1997). Aber in verschiedenen Mäusen mit 
defizienter TH1-Immunantwort, kam es trotzdem zu einer Ausbildung der 
Experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) (McGeachy et al., 2008). 
Im Jahre 2000 konnte ein weiterer Bindungspartner für das Protein IL-12p40 
neben dem IL-12p35 identifiziert werden, und zwar p19. IL-12p40 und       
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IL-12p35 bilden zusammen IL-12, das für die TH1-Antwort wichtig ist. Aus den 
Untereinheiten IL-12p40 und p19 entsteht IL-23 (Oppmann et al., 2000). Da 
der IL-12-Rezeptor auf naiven TH-Zellen und der IL-23-Rezeptor auf 
Effektorgedächtniszellen und aktivierten Effektorzellen exprimiert wird, nahm 
man zuerst eine förderliche Wirkung von IL-12 und IL-23 zu verschiedenen 
Zeitpunkten an (Parham et al., 2002). In einem richtungsweisenden Experiment 
wurde aber gezeigt, dass IL-12p35 defiziente Mäuse eine EAE ausbilden 
können, Tiere mit IL-12p40- bzw. IL-23p19- Defizienz jedoch nicht. Später 
wurde klar, dass IL-23 die Produktion von IL-17 in aktivierten TH-Zellen 
induzieren kann. Daher wurde IL-23 eine entscheidenden Rolle für die 
Differenzierung einer neuen TH-Zell-Subpopulation zugewiesen (Cua et al. 
2003; Awasthi et al., 2009; Langrish et al., 2005). IL-23 spielt eine Rolle bei 
dem Erhalt der neuen TH-Zell-Subpopulation, die durch die IL-17 Produktion 
gekennzeichnet ist (Aggarwal et al., 2003). Der neue Typus von TH-Zellen 
wurde nach dem proinflamatorischen Zytokin IL-17 - also TH17-Zelle - 
benannt (Harrington et al., 2005). Die Differenzierung der TH17-Zellen läuft 
nach Aktivierung unter Einfluss der Zytokine IL-6 und TGF-β ab (Abb. 1). Der 
spezifische Transkriptionsfaktor für die Differenzierung der TH17-Zellen ist 
RORγt. Der Zustand der TH17-Zellpopulation wurde unter Anderem im 
Immunisierungsmodell mit Ovalbumin (OVA) näher untersucht. Es konnte 
gezeigt werden, dass bereits in naiven Mäusen ein aktivierter Status der 
TH17-Zellen besteht. Der Befund dieser CD4+CCR6+IL-17+-Zellpopulation wurde 
anhand der erhöhten Expression von CD69 und CD44 und der verminderten 
Expression von CD62L und CD45RB nachgewiesen. Der CC-Chemokinrezeptor 
(CCR) 6 wurde auf allen TH17-Zellen detektiert (Pötzl et al., 2008). 
TH17-Zellen sind im Fokus der Forschung, weil sie bei der Entstehung von 
Autoimmunerkrankungen eine zentrale Rolle spielen. Ein Beweis dafür wurde 
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in der EAE gezeigt. Hier wurden IL-17 produzierende TH-Gedächtniszellen in 
gesunde Mäuse transferiert. Der Transfer führte zur Auslösung der 
Autoimmunerkrankung in den Empfängertieren (Langrish et al., 2005). Die EAE 
bei Mäusen ist der beim Menschen auftretenden Multiplen Sklerose sehr 
ähnlich. Bei Patienten mit Multipler Sklerose wurde an den 
Entzündungsherden im Gehirn eine T-Zell-vermittelte IL-17-Produktion 
nachgewiesen (Tzartos et al., 2008). Auch in der rheumatoiden Arthritis 
korreliert das Auftreten von TH17-Zellen und IL-17 in den Gelenken mit dem 
Krankheitgeschehen. Dadurch wird durch Synovialzellen eine vermehrte 
Produktion von proinflamatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-8 oder TNF 
induziert. Auch bei anderen Autoimmunerkrankungen wie chronisch-
entzündlichen Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) oder der 
Psoriasis wurden vermehrt TH17-Zellen und IL-17 am Ort der Erkrankung 
nachgewiesen (Fujino et al., 2003; Zaba et al., 2007).  
Obwohl TH17-Zellen bei Autoimmunkrankheiten entdeckt wurden, spielen sie 
auch eine wichtige Rolle bei der Wirtsabwehr von Infektionen. Für viele 
Infektionen wurde eine Induktion der IL-17-Produktion von TH17-Zellen 
nachgewiesen, z.B. bei der Infektion mit Borrellia burgdorferi und der daraus 
resultierenden Lyme-Borreliose oder der Infektion mit dem Gram-negativen 
Bakterium Klebsiella pneumonie in der Lunge (Codolo et al., 2008, Aujla et 
al., 2008). Die biologische Aktivität von IL-17 in Infektionen ist charakterisiert 
durch die Induktion der Produktion von proinflamatorischen Mediatoren, wie 
IL-1, IL-6, TNFα, CXCL8, G-CSF und GM-CSF von epidermalen, endothelialen 
und anderen Stromazellen am Ort der Entzündung. Dies führt unter anderem 
auch zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Neutrophilen als erste Linie 
der Verteidigung des Immunsystems (Ouyang et al., 2008).  
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1.2.1.2 Die Treg-Zellpopulation 
Etwa zur gleichen Zeit etablierte sich eine weitere T-Zell-Subpopulation: die 
regulatorischen T-Zellen (Levings et al., 2005; Suri-Payer et al., 1998). Diese 
Zellen werden in Gegenwart von TGF-β generiert (Abb. 1) und können die 
Proliferation von Leukozyten durch Sekretion von anti-inflammatorischen 
Zytokinen (IL-10, TGF-β) inhibieren. Das Zytokin IL-10 wirkt dabei vor allem 
auf T-Lymphozyten und Makrophagen. IL-10-defiziente Tiere leiden an 
chronischer Enterocolitis (Kühn et al., 1993). Also verhindert IL-10 ein 
Überschießen der Immunantwort. Weiter charakteristisch für Treg-Zellen ist die 
Expression von CD25 an der Oberfläche und von Foxp3, einem intrazellulären 
Transkriptionsfaktor. CD25 ist die α-Kette des IL-2 Rezeptors, die erst nach 
Antigen-spezifischer Aktivierung auf der Oberfläche der Zellen exprimiert wird, 
wohingegen die β- und γ-Untereinheit ständig vorhanden sind. Man 
unterscheidet natürliche Treg-Zellen (nTreg), die man von Geburt an trägt, von 
den induzierbaren Treg-Zellen (iTreg), die direkt infolge einer 
Entzündungsreaktion gebildet und wieder abgebaut werden (Faria et al., 2006; 
Wan et al., 2006). So schützen Treg-Zellen z.B. vor Autoimmunität. Gezeigt 
wurde dies durch einen Transfer von CD4+CD25--Zellen aus BALB/c-Mäusen in 
BALC/c athymic nude Mäuse, denen z.B. der Thymus fehlt. Diese Mäuse 
entwickeln nach dem Transfer spontan verschiedenste Autoimmunreaktionen, 
wie Gastritis, Arthritis oder Glomerulonephritis. Transferiert man aber in 
einem bestimmten Zeitfenster auch noch CD4+CD25+-Zellen, so sind die 
BALB/c athymic nude Mäuse vor diesen Autoimmunkrankheiten geschützt 
(Sakaguchi et al., 1995). Ein Teil der regulatorischen T-Zellen exprimiert auch 
den Rezeptor CCR6 auf der Oberfläche. Bei Untersuchungen von Patientinnen 
mit Brustkrebs wurde eine Anreicherung von CD4+CCR6+CD25+Foxp3+-Zellen im 
Tumorgewebe gezeigt. Weiter korreliert diese Anreicherung mit einer 
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verminderten CD8+IFN-γ+-Zellpopulation. Somit sinkt fatalerweise mit der 
Anreicherung dieser CCR6+ Treg-Zellen die Überlebenschance der Patienten (Xu 
et al., 2010). Treg sind also nicht nur schützend, sondern in einigen Fällen 
führt die Anwesenheit dieser Zellen auch zu einer unerwünschten, manchmal 
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1.3 Chemokine und Chemokinrezeptoren 
Die im Blut zirkulierenden naiven T-Zellen wandern über das hohe Endothel 
der lymphatischen Gefäße in die Lymphknoten (Girard et al., 1995). Diese 
Migration geschieht über spezielle Oberflächenmoleküle, den 
Adhäsionsmolekülen und Chemokinrezeptoren auf den Zellen. Einige der 
wichtigsten Moleküle für die Migration von naiven T-Lymphozyten in den 
Lymphknoten sind das Adhäsionsmolekül CD62L und der Chemokinrezeptor 
CCR7 (Forster et al., 1999; Warnock et al., 1998). Nach der Aktivierung und 
Proliferation verlassen diese Zellen den Lymphknoten durch die efferenten 
Lymphgefäße, zirkulieren im Blut und migrieren in die Peripherie. Die 
Migration von Leukozyten an den richtigen Ort ist unter Anderem von der 
Chemokin-Chemokinrezeptor Wechselwirkung abhängig. Die Selektivität der 
Migration wird durch die richtige Kombination von Adhäsionsmolekühlen und 
Chemokinen gesteuert. So konnte gezeigt werden, dass z.B. CCR8 für die 
Migration von TH2-Zellen spezifisch ist (Cosmi et al., 2001). Deswegen können 
Chemokinrezeptoren auch als Marker zur Klassifizierung verschiedener TH-Zell-
Subpopulationen verwendet werden. Dies ermöglicht den Einsatz von 
durchflusszytometrischen Methoden zur Identifizierung und Sortierung 
verschiedener TH-Zellen. Damit wird eine bessere Untersuchung der Funktion 
dieser Zellen erlaubt. 
 
1.3.1 Chemokine 
1.3.1.1 Aufbau und Funktion von Chemokinen 
Chemokine sind basische, chemotaktische Zytokine mit einem 
Molekulargewicht von 8-14 kDa. Sie sind für die Steuerung der Migration von 
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Leukozyten durch den Organismus verantwortlich. Weiter spielen sie bei der 
Differenzierung von hämatopoetischen Zellen, Organogenese und Angionese 
eine zentrale Rolle (Baggiolini, 1998; Rollins, 1997; Zou et al., 1998). Sie 
werden einerseits akut während der Immunantwort induziert von aktivierten 
Leukozyten und andererseits konstitutiv von Gewebszellen produziert. Dabei 
binden die Chemokine an Heparan-Sulfat Proteoglykanen auf Endothelzellen 
und vermitteln die Rezirkulation und Positionierung der Leukozyten. In der 
Maus wurden mehr als 30 Chemokine identifiziert (Zlotnik et al., 2000). Sie 
werden aufgrund ihrer N-terminalern, konserviertern Cystein-Reste in vier 
Klassen unterteilt. Die zwei größten Klassen bilden die CC- und CXC-
Chemokine. Bei den CC-Chemokinen befinden sich zwei Cysteine in direkter 
Nachbarschaft. CXC-Chemokine haben in ihrer Aminosäuresequenz eine, CX3C-
Chemokine drei beliebige Aminosäuren zwischen den beiden Cysteinen. Eine 
weitere Gruppe bilden die Chemokine, die nur einen N-terminalen Cystein-Rest 
besitzen, die CX-Chemokine. Die Chemokine wirken durch die Bindung an 
Chemokinrezeptoren (siehe 1.3.3). Dabei kann in den meisten Fällen ein 
Chemokin an verschiedene Rezeptoren bzw. ein Rezeptor verschiedene 
Chemokine binden (Baggiolini, 1998). 
 
1.3.1.2 Das Chemokin CCL20 
CCL20 besteht aus drei β-Faltblättern und einer α-Helix ein Motiv, das allen 
Chemokinen gemeinsam ist. Wie eingangs erwähnt (siehe 1.3.2.1), binden 
Chemokine meist an mehrere verschiedene Chemokinrezeptoren. Das 
Chemokin CCL20 bildet dabei eine Ausnahme, da es selektiv an den 
Chemokinrezeptor CCR6 bindet. Umgekehrt bindet CCR6 unter den 
Chemokinen ausschließlich CCL20 (Baba et al., 1997; Varona et al., 1998). Ein 
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weiterer Bindungspartner für CCR6 ist das β-Defensine 4 (Röhrl et al., 2010). 
Die Monospezifität von CCL20/CCR6 zwischen den Chemokinen und deren 
Rezeptoren wurde durch eine NMR-Studie aufgeklärt (Perez-Canadillas et al., 
2001). Die Selektivität von CCL20 kann mit der starren Konformation des N-
terminalen DCCL-Motivs und der Fuge zwischen dem N-terminalen loop und 
der β2-β3-Haarnadelschleife, die hier viel enger zusammenliegt als bei anderen 
Chemokinen, erklärt werden. CCL20 kann induziert oder konstitutiv gebildet 
werden und spielt bei der Rezirkulation von Leukozyten in sekundär 
lymphatische Organe und nichtlymphatische Gewebe eine wichtige Rolle. 
Besonders konnte CCL20 bei diversen Autoimmunerkrankungen in erhöhtem 
Maß nachgewiesen werden. So detektierte man in den Läsionen von 
Psoriasis-Patienten oder bei Patienten, die von der atopischen Dermatitis 
betroffen sind, einen erhöhten Plasmaspiegel an CCL20. Die erhöhte Menge 
an CCL20 korrelierte mit der Einwanderung von autoreaktiven T-Zellen, 
Makrophagen und dendritischen Zellen in die Epidermis (Homey et al., 2000; 
Nakayama et al., 2001). 
 
1.3.2 Chemokinrezeptoren 
1.3.2.1 Aufbau und Signaltransduktion von Chemokinrezeptoren 
Es wurden bislang 19 verschiedene Chemokinrezeptoren identifiziert. Diese 
lassen sich ebenso wie die Chemokine, in CC-, CXC-, CX3C- und XC-
Chemokinrezeptoren einteilen. Sie gehören zur Klasse der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, die strukturell zu den Sieben-Transmembran-
Domänen-Rezeptoren zählen (Murphy et al., 2000). Nachdem die Chemokine 
an den passenden Rezeptor der Leukozyten binden, erfolgt die intrazelluläre 
Signaltransduktion durch GTP-bindende (G)-Proteine (Mackay, 2001). Dabei 
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spaltet das GTP die Untereinheiten des G-Protein-Komplexes in die α- und 
die βγ-Untereinheiten. Die so aktivierten G-Proteine leiten nun die exogenen 
Signale in das Zellinnere weiter bis es zur Bildung der sogenannten second 
messenger Moleküle, Inositoltriphosphat (IP3) und Diacetylglycerol (DAG), 
kommt. Durch IP3 wird die Freisetzung von Ca2+ aus dem Endoplasmatischen 
Reticulum (ER) veranlasst. DAG aktiviert die Proteinkinase C. Beide Moleküle 
bewirken die Expression von Proteinen, die für Überleben, Differenzierung, 
Proliferation oder Apoptose der Zelle verantwortlich sind (Curnock et al., 
2002). 
 
1.3.2.2 Der Chemokinrezeptor CCR6 
Hauptsächlich exprimieren B-Zellen, unreife dendritische Zellen, sowie T-Zellen 
CCR6 auf ihrer Oberfläche (Dieu et al., 1998; Iwasaki et al., 2000; Nakayama 
et al., 2001). Für alle drei Zellpopulationen ist eine chemotaktische Wirkung 
von CCL20 beschrieben. Im Falle der B-Zellen wurde dies durch einen 
funktionales Adhäsions-Experiment gezeigt (Meissner et al., 2003). Auch 
konnte der Nachweis geliefert werden, dass CCR6 durch Bindung von CCL20 
maßgeblich bei der Migration von dendritischen Zellen beteiligt ist. Denn bei 
CCR6-/--Mäusen wurde ein Defekt bei der Migration von dendritischen Zellen 
in die Darm-Mukosa sowie bei DTH Reaktionen festgestellt (Cook et al., 2000; 
Varona et al., 2001). Später wurde die Expression von CCR6 auch auf 
spezialisierten T-Zellen gefunden, die phänotypisch und funktionell der Klasse 
der Effektor-Gedächtnis-T-Zellen zuzuordnen sind (Fitzhugh et al., 2000). 
CCL20 wirkt auf CCR6-positive T-Zellen ebenfalls chemotaktisch. Allerdings 
wurde die Expression von CCR6 nach Aktivierung dieser Zellen verschieden 
interpretiert. So konnte nachgewiesen werden, dass CCR6 nach Bindung von 
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CCL20 oder nach Aktivierung des T-Zell-Rezeptors bzw. nach Zugabe von IL-2 
nicht vermehrt auf der Oberfläche der Zellen exprimiert wurde (Greaves et 
al., 1997; Liao et al., 1999). Ebert et al. zeigten, dass nach einer Aktivierung 
an der Oberfläche von TH-Zellen CCR6 exprimiert wird (Ebert et al., 2002). 
Eine genauere Analyse der Effektorzellen ergab später, dass TH17- und Treg-
Zellen zu den CCR6+-Effektorzellen gehören. Die Rezeptor-Expression wird 
durch TGF-β induziert und ist vom Transkriptionsfaktor RORγt unabhängig. 
Ebenso induziert TGF-β die Expression von Foxp3, dem Transkriptionsfaktor 
für Treg-Zellen (Kleinewietfeld et al., 2005). Vermittelt durch CCL20 können so 
diese CCR6+ TH17- bzw. Treg-Zellen zum Ort der Entzündung migrieren. Im 
Modell der EAE von CCR6-defizienten Mäusen ist die Zellzahl der TH17- und 
Treg-Zellen im Gehirn der Mäuse reduziert. Dies spricht für eine          
CCR6-abhängige Migration dieser Zelltypen zum Ort der Entzündung (Korn et 
al., 2007). Bei der Immunabwehr von Bakterien, wie in einem Mausmodell mit 
Mykobakterium bovis gezeigt, wirkt sich eine CCR6-Defizienz negativ auf die 
Bekämpfung der Bakterien aus. Eine Untersuchung der Lungenflüssigkeit 
zeigte in CCR6-/--Mäusen eine Reduktion der TCR-α/β+-T-Zellen und auch eine 
Reduktion von NKT-Zellen, die normalerweise eine frühe IFN-γ-Antwort gegen 
die Bakterien induzieren würden. Im weiteren Verlauf der Infektion wird dieser 
Effekt ausgeglichen und die Bakterien können erfolgreich bekämpft werden 
(Stolberg et al., 2011). 
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1.4 Die Leishmaniose 
1.4.1 Die Verbreitung der Leishmaniose 
In über 88 Ländern der Tropen und Subtropen sind die verschiedenen 
Formen der Leishmaniose verbreitet (Abb. 1.2). Die Parasiten kommen aber 
auch im Mittelmeerraum und in Mittelasien vor, während Australien frei von 
Leishmanien ist. Die WHO schätzt, dass weltweit etwa 350 Mio. Menschen 
bedroht sind und ca. 12 Mio. Menschen mit den Erregern infiziert sind. 
Jährlich kommen etwa 2 Mio. Neuerkrankungen dazu. Die Verbreitung der 
Leishmaniose ist streng an das Vorkommen ihrer Vektoren, der 
Schmetterlingsmücken und Sandfliegen, gebunden (www.WHO.int , 2010).  
 
 
Abbildung 1.2: Die Verbreitungsgebiete der verschiedenen Formen der Leishmaniose 
(dunkelgrau) auf der Welt. modifiziert nach WHO, 2003. Die kutane Leishmaniose ist in 
Europa (Mittelmeerländer), in Afrika (Nordafrika, Sahel) und in Asien (Kleinasien, Mittlerer 
Osten, Südwestasien) weit verbreitet. 
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1.4.2 Der Parasit und seine Übertragung 
Erreger der Leishmaniose sind parasitär lebende intrazelluläre Protozoen der 
Gattung Leishmania. Leishmanien sind teilweise begeißelte Einzeller, die durch 
die weiblichen Schmetterlings- oder Sandmücken (Familie Psychodidae) der 
Gattungen Phlebotomus (Asien und Afrika) sowie Lutzomyia (Mittel- und 
Südamerika) übertragen werden. Es gibt ca. 500 bekannte Arten von 
Phlebotomen, aber nur etwa 30 können Leishmanien übertragen. Neben dem 
Menschen gibt es in vielen Regionen der Erde auch ein Erregerreservoir unter 
Wild- und Haustieren. Dazu zählen wildlebende Nagetiere, bei der viszeralen 
Leishmaniose aber auch Karnivoren wie Hunde, die selbst schwer an 
Leishmaniose erkranken. Wird der Erreger vom Wirbeltier auf den Menschen, 
gelegentlich auch umgekehrt, übertragen, spricht man von einer Zoonose. Die 
Übertragung erfolgt durch den Stich einer infizierten Mücke bei der 
Blutmahlzeit. Die promastigoten Stadien werden von Phagozyten wie 
beispielsweise Makrophagen, dendritischen Zellen oder Langerhans-Zellen 
aufgenommen. Dort werden sie nur zum Teil zerstört und wandeln sich in die 
amastigote Form um. Diese vermehren sich in der parasitophoren Vakuole 
durch Zweiteilung, bis die Wirtszelle schließlich platzt. Die freigewordenen 
Amastigoten werden entweder erneut phagozytiert oder von einem geeigneten 
Vektor aufgenommen. Ebenso können infizierte zirkulierende Makrophagen 
vom Vektor aufgenommen werden. Im Darm der Mücke wandeln sie sich zu 
promastigoten, begeißelten Stadien um, die sich durch Zweiteilung stark 
vermehren. Dieser Prozess dauert etwa 4 bis 25 Tage. Schließlich sind 
Vorderdarm und Stechrüssel der Mücke mit Promastigoten angefüllt, die beim 
nächsten Blutmahl in einen neuen Wirt übertragen werden (Kayser et al., 
2005) (siehe Abb. 1.3). 
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Abbildung 1.3: Übersicht über den Lebenszyklus von Leishmanien, modifiziert nach 
www.wikipedia.de, 2010. 
 
1.4.3 Verschiedene Formen der Leishmaniose 
Die verschiedenen Arten der Leishmanien können eine Vielzahl von klinischen 
Symptomen hervorrufen. Die viszerale Leishmaniose, auch Kala-Azar (schwarze 
Krankheit) genannt ist eine oft tödlich verlaufende Form der Leishmaniose. 
Pathologisch ist der Erreger in fast allen inneren Organen zu finden und 
verursacht eine Vielzahl von Funktionsstörungen des Körpers. Hervorgerufen 
wird sie z.B. durch L. infantum und L. chagasi.  
Daneben gibt es die mukokutane Leishmaniose, bei der hauptsächlich die 
Schleimhäute der oberen Atemwege und die Nase betroffen sind. Kennzeichen 
sind Geschwür- und Ödembildung, sowie Gewebszerstörung. Am weitesten ist 
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allerdings die kutane Leishmaniose (Orientbeule) verbreitet. Die verschiedenen 
humanpathogenen Arten und Unterarten (über 10 beim Menschen) sind 
morphologisch nicht unterscheidbar. Zu diesen zählen unter nderem in der 
„alten Welt“ Leishmania (L.) major, L. infantum, L. donovani und L. tropica. In 
der „neuen Welt“ kommen vor allem die Arten L. mexicana, L. amazonensis, 
L. chagasi und L. brasiliensis vor (Kayser et al., 2005). 
 
1.4.4 Modell der Leishmaniose in der Maus 
Am Modell der Leishmaniose in der Maus hat man viel über T-Zell-Antworten 
gelernt. Bei den resistenten Inzuchtstämmen C57BL/6 oder CBA bildet sich 
die Hautläsion nach 4 bis 5 Wochen zurück. Im Gegensatz dazu werden 
empfängliche Mausstämme wie z.B. BALB/c schwer krank und vermögen die 
Infektion nicht unter Kontrolle zu halten. Um eine Leishmanien-Infektion unter 
Kontrolle zu halten, müssen die befallenen Wirtszellen aktiviert werden: Für 
die Makrophagen-Aktivierung sind aktivierte TH1-Zellen entscheidend, die 
durch ein IFN-γ-Signal die NO-Synthetase der Makrophagen induzieren. Das 
produzierte NO ist für die intrazellulären Parasiten tödlich. Für die 
Entwicklung und Erhaltung einer TH1-Immunantwort ist das Zytokin IL-12, das 
überdies die Entwicklung einer TH2-Antwort inhibiert, unabdingbar. Es ist also 
eine überwiegende TH1-Immunantwort, welche resistente Mäuse, wie auch 
Menschen nach einer Leishmaniose-Infektion gesunden lässt. Die Interaktionen 
zwischen Parasit und Wirtszelle („cross talk“) sind äußerst komplex und 
werden erst in Ansätzen verstanden. Die aufgenommen Leishmanien verlieren 
ihre Geißel und aus der extrazellulären, promastigoten Form entsteht eine 
intrazelluläre, amastigote Form. Dieser Wechsel ist für das Überleben des 
Parasiten wichtig, da er den Wirt dazu bringt, antiparasitäre Mechanismen 
Einleitung  34 
 
einzustellen. So produziert die Wirtszelle anti-inflammatorische Zytokine, wie 
IL-10 und TGF-β und somit wird die TH1-Antwort-induzierende IL-12-Produktion 
eingestellt. Die Empfänglichkeit der BALB/c-Mäuse ist durch eine 
überschießende TH2-Immunantwort bedingt, die kurz nach der Infektion 
einsetzt und durch IL-4 und IL-10 aufrechterhalten wird. Die durch eine   
TH2-Immunantwort stimulierten Antikörper spielen keine Rolle bei der 
Elimination des intrazellulären Parasiten und vermitteln keinen Schutz vor der 
Infektion (Ritter, U., 2010). 
 
1.4.5 Leishmaniose und der CCR6 
Über die Rolle des CCR6 während der Immunantwort in L. major infizierten 
C57BL/6 Mäusen, ist wenig bekannt. Der Rezeptor wird vor allem auf naiven 
B-Zellen, auf T-Zellsubpopulation, wie TH17- und Treg-Zellen exprimiert. Die 
Aufgabe von CCR6 ist die Navigation der Zellen durch den Organismus zum 
Ort der Entzündung, wie oben mehrfach beschrieben. Es konnte gezeigt 
werden, dass das Fehlen von CCR6 die NO-Produktion von C57BL/6 
Makrophagen in vitro nicht beeinflusst und somit die NO-abhängige 
Bekämpfung der Parasiten nicht beeinträchtigt ist. Auch ist die Migration von 
CD4+-Zellen zum Entzündungsherd ist in C57BL/6 CCR6-/--Mäusen vermindert 
(Lechner et al., 2006). Das heißt, CCR6 ist mitverantwortlich für die Migration 
von CD4+-Zellen zum Ort der Entzündung. Bei der mukosomalen Form der 
Leishmaniose wurden im Menschen CD4+-TH17-Zellen zusammen mit 
Neutrophilen am Ort der Infektion gezeigt (Boaventura et al., 2010). 
Wahrscheinlich ist in CCR6-defizienten C57BL/6-Mäusen die Migrationsfägikeit 
der TH17-Zellen beeinträchtigt, so dass weniger TH17-Zellen zum Ort der 
Entzündung wandern. 
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit 
Vor und während der Immunantwort vermitteln Chemokinrezeptoren, aktiviert 
durch ihre Liganden, die Migration von Zellen an den Ort ihrer Bestimmung. 
So wandern z.B. TH17- und Treg-Zellen mit Hilfe von CCR6 zum Ort der 
Entzündung (Korn et al., 2007). Es ist aber wenig darüber bekannt, welchen 
Einfluss der CCR6 auf andere Funktionen der Zellen, wie z.B. Proliferation, 
Apoptose usw. hat. 
In dieser Arbeit sollten die Auswirkungen einer CCR6-Defizienz in resistenten 
C57BL/6 Mäusen auf die Immunantwort gegen eine L. major-Infektion 
behandelt werden. Da die Immunantwort gegen Leishmanien hauptsächlich 
von T-Zellen abhängt, könnte der Rezeptor eine wichtige Rolle für die 
Bekämpfung der Leishmaniose spielen. In diesem Zusammenhang sollte 
untersucht werden, welchen Einfluss diese Defizienz auf die proinflamatorisch 
wirkenden TH17-Zellen und die regulatorischen Treg-Zellen im Verlauf der 
Infektion hat. So sollten unter anderem Parameter, wie Zytokinproduktion, 
Proliferation oder Apoptose untersucht werden. Weiter sollten die indirekten 
Auswirkungen der CCR6-Defizienz durch z.B. veränderte Zytokinproduktion auf 
andere Zellpopulationen, wie NK-Zellen oder CD8+ zytotoxische Zellen 
untersucht werden, die durch ihre IFN-γ-Produktion maßgeblich an der 
Parasitenbekämpfung teilhaben.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Versuchstiere 
Allen Versuchstieren standen Wasser und Futter ad libitum zur Verfügung. Für 
die Versuche wurden Mäuse im Alter zwischen 6 und 16 Wochen verwendet. 
Alle Versuche wurden nach den FELASA-Richtlinien durchgeführt und waren 
von den lokalen Behörden genehmigt (AZ 54.2531.1-07/06). 
C57BL/6: Die Mäuse wurden von den Firmen Charles River (Sulzfeld) und 
Janvier (Le Genest, Frankreich) bezogen und unter specific pathogen free 
(SPF) Bedingungen gehalten. Im Folgenden werden sie als WT-Mäuse 
bezeichnet. 
CCR6-/-: Diese Mäuse wurden von der Firma The Jackson Laboratory     
(Bar Harbor, USA) bezogen und unter SPF-Bedingungen als Eigenzucht weiter 
geführt. Kennzeichnend für den auf C57BL/6-Hintergrund hergestellten 
Mausstamm ist, dass E. coli lacZ unter dem CCR6 Promotor, welches für    
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien 
ß-Mercaptoethanol PAN, Biotech GmbH, Aidenbach 
Agarose GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe 
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, München 
Carboxyfluorescein succinimidyl ester 
(CFSE) 
Invitrogen, Karlsruhe 
Caspase Inhibitor VI Merck, Darmstadt 
5xcDNA-Synthese Puffer Promega, Mannheim 
Concanavalin A (ConA) Sigma-Aldrich, München 
CpG ODN 1668 Eurofins MWG/Operon, Ebersberg 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, München 
dNTP-Mix Promega, Mannheim 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Invitrogen, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, München 
Fötales Kälberserum (FCS) PAN, Biotech GmbH, Aidenbach 
HANKS Puffer PAA Laboratories, Pasching 
HEPES Sigma-Aldrich, München 
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Incomplete Freund´s Adjuvans (IFA) Sigma-Aldrich, München 
Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, München 
Para-Formaldehyd Merck, Darmstadt 
Penicillin/Streptomycin PAN, Biotech GmbH, Aidenbach 
Percoll Amersham, Uppsala, Schweden 
Phosphat-gepufferte Salinelösung (PBS) PAA Laboratories, Pasching 
RPMI 1640 PAA Laboratories, Pasching 
Tissue-Tek 
Sakura Finetek, Zoeterwoude, 
Niederlande 
Trypanblau Sigma-Aldrich, München 
Trypsin/EDTA PAN, Biotech GmbH, Aidenbach 
 
2.1.3 Puffer und Lösungen 
2.1.3.1 Kulturmedium für primäre Lymphozyten aus Lymphknoten 
RPMI 1640, 10 % (V/V) FCS, 50 µM β-Mercaptoethanol, 100 U/ml Penicillin, 
100 U/ml Streptomycin 
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2.1.3.2 Puffer für durchflusszytometrische Untersuchung 
PBS, 2 % FCS 
 
2.1.4 Kits 
Apoptose Detection Kit Caspasis 3 & 7 
Immunochemistry Technologies LCC, 
Blomington, USA 
BD OptEIA Substrat Kit BD Biosciences, Heidelberg 
BrdUFlow Kit BD Biosciences, Heidelberg 
Cytofix/Cytoperm BD Biosciences, Heidelberg 
DNA Purification Kit Promega, Mannheim 
ELISA: 
- mouse IFN-γ 
- mouse IL-17 
R&D Systems, Minneapolis, USA 
 
Nucleo Spin RNA II Macherey-Nagel, Düren 
 
2.1.5 Enzyme 
Absolute SYBR Green Fluorescin Thermo Scientific, Schwerte 
Collagenase D Roche, Mannheim 
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DNaseI Invitrogen, Karlsruhe 
goTaq-Mastermix Promega, Mannheim 
iQ SYBR-Green Super Mix BIO-RAD, München 





Verwendung Spezifität Konjugat Klon Hersteller 
Durchflusszytometrie B220 Biotin RA3-6B2 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie B220 PE RA3-6B2 BD Biosciences 




FITC B44 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CCR6 FITC 140706 R&D Systems 
Durchflusszytometrie CCR6 PE 140706 R&D Systems 
Durchflusszytometrie CCR6 - 140706 R&D Systems 
Durchflusszytometrie CD3ε AF 488 145.2C11 eBioscience 
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Stimulation CD3ε - 145.2C11 
Hybridom-Zell 
Überstand 
Durchflusszytometrie CD4 AF 647 YTS 191.1 AbD Serotec 
Durchflusszytometrie CD4 APC RM4-5 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD4  eflour450 RM4-5 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD4 PerCP RM4-5 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD4  Pacific Blue RM4-5 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD8a AF 700 53-6.7 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD8a APC 53-6.7 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD8a PE 53-6.7 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD11b APC M1/70 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD11b PE M1/70 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD25 APC PC61 5.3 eBioscience 
Durchflusszytometrie CD44 APC IM7 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD44 Biotin IM7 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD45.2 Biotin 104 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie CD62L PE HRL1 BD Biosciences 
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Durchflusszytometrie Foxp3 FITC FJK-16s eBioscience 
Durchflusszytometrie Gr.1 FITC RB6-8C5 BD Biosciences 
ELISA IgG1 HRP 6F7 Sigma 
ELISA IgG2a HRP M4434 Sigma 
Durchflusszytometrie IFN-γ APC XM61.2 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie IL-17A AF 488 TC11-18H10 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie IL-17A FITC TC11-18H10 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie IL-17A PE TC11-18H10 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie IL-17R APC PAJ-17R eBioscience 
Durchflusszytometrie NK1.1 Biotin PK 136 BD Biosciences 
Durchflusszytometrie NK1.1 PE PK 136 BD Biosciences 








AF 647 A-21247 Invitrogen 
Durchflusszytometrie Strepavidin Cy5 - Dianova 











5´ -AGAGGGAAATCGTGCGTCAC- 3´ 
5´ -AGGCCGCTTTATGTTGAAACC- 3´ 
CCL20 forward 
CCL20 reverse 
5´ -TGCTATCATCTTTCACACGA- 3´ 
5´ -ATCTTCTTGACTCTTAGGCTG- 3´ 
CCR6 GS (E;T) 
CCR6 GS (E1) 
CCR6 NEO (T) 
5´ -AAAACCCAAGTGTTGGTGGCATGAG- 3´ 
5´ -CCCTAGAAGAGGTCAGAAACTTCAC- 3´ 
5´ -GGGTGGGATTAGATAAATGCCTGCTCT- 3´ 
IFN-γ forward 
IFN-γ reverse 
5´ -ACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA- 3´ 
5´ -CTATGCAGTTGATGAAGATGTCAAA- 3´ 
IL-4 forward 
IL-4 reverse 
5´ -TGTCCTCTTCCCTGCGGTA- 3´ 
5´ -ACTCGAGCAGACATCCCGAAG- 3´ 
IL-10 forward 
IL-10 reverse 
5´ -ACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA- 3´ 
5´ -CTATGCAGTTGATGAAGATGTCAAA- 3´ 
IL-12a/p35 forward 
IL-12a/p35 reverse 
5´ -TGTCAATCACGCTACCTCCTC- 3´ 
5´ -TTTTCTCTGGCCGTCTTCAC- 3´ 
IL-12b/p40 forward 
IL-12b/p40 reverse 
5´ -TCAGGGACATCATCAAACCA- 3´ 
5´ -CTTTCTGGTTACACCCCTCCT- 3´ 
IL-15 forward 
IL-15 reverse 
5´ -CCTTACGCGCTGCAGGGACC- 3´ 
5´ -GCCAGAGGGCCATGTGTCAAGG- 3´ 




5´ -GTTAAGCTTGCAGCAGCGATCAGCCC- 3´ 
5´ -CAACTCGAGTTCGGCTGCCTGGCGGAC- 3´ 
IL-21 forward 
IL-21 reverse 
5´ -AGCAGAGATCCCGTGTACCGC- 3´ 
5´ -GCACCATTGGACACTTACGTGGG- 3´ 
IL-22 forward 
IL-22 reverse 
5´ -TGCAGGAGGTGGTGCCTTTCCT- 3´ 
5´ -AGGTCCAGTTCCCCAATCGCCT- 3´ 
IL-23/p19 forward 
IL-23/p19 reverse 
5´ -CAAGGACTCAAGGACAACAGC- 3´ 
5´ -ATCCTCTGGCTGGAGGAGTT- 3´ 
ISS1 forward 
ISRV reverse 
5´ -GCTCCAAAAGGGTATATTAATGCTGT- 3´ 
5´ -TCCTTCATTCCTAGAGGCCGTGAGT- 3´ 
Oligo-dT 5´ -TTTTTTTTTTTTTTTTTT- 3´ 
 
2.1.8 Verbrauchsmaterialien und Geräte 
ELISA Reader MWG Biotech, Ebersberg 
Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 
FACS-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 
Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss, Jena 
Inkubatoren Heraeus, Hanau 
Kanülen BD Biosciences, Heidelberg 
Laminar Flow HB 2448-Sterilbank Heraeus, Hanau 
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Lichtmikroskop Carl Zeiss, Jena 
iQ5 rt-PCR Optical System + Software V. 
2.1 
BIO-RAD, München 
LSR-II Durchflusszytometer BD Biosciences, Heidelberg 
MACS Separation Colums Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach 
Neubauer Zählkammer Brand, Gießen 
Pipetten, steril Sarstedt, Nümbrecht 
Spritzen BD Biosciences, Heidelberg 
Sterilfilter, 0,45 µm PALL, Ann Arbor, USA 
UNITPS (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Abimed, Langenfeld 
Waagen: Sartorius R16OP & L2200S Sartorius, Göttingen 
Zentrifugen: Eppendorf 5810R & 5417R Eppendorf, Hamburg 
Zellsiebe (40 µm) BD Biosciences, Heidelberg 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Infektion von Versuchstieren mit L. major 
Promastigote Leishmanien in der stationären Wachstumsphase wurden aus 
den Blutagarplatten entnommen, in einer Petrischale gesammelt und in ein 
50 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach dreimaligem Waschen mit 50 ml 
sterilem PBS mit anschließender Zentrifugation für 8 min bei 3220 g, 4°C und 
dem Lösen des Pellets, wurde ein Aliquot der Parasiten in einer 1:100 
Verdünnung mit 2-prozentigen Paraformaldehyd-PBS-Lösung fixiert. 
Anschließend wurden die Parasiten in einer Neubauer-Zählkammer (20 m 
Tiefe, Kammerfaktor 5 x 104) ausgezählt. Zur Infektion der Mäuse wurden 
diese in einer Röhre fixiert und mit 3 x 106 L. major-Parasiten in einem 
Volumen von 30 l subkutan in eine Hinterpfote oder in beide Hinterpfoten 
injiziert. 
 
2.2.2 Kultivierung von Leishmanien 
Promastigote L. major-Parasiten wurden in RPMI-Vollmedium auf Blutagar-
platten bei 28°C und 5 % CO2 kultiviert. Zur Herstellung der Blutagarplatten 
wurden 50 µl Blutagar im 45°-Winkel in eine unbeschichtete Zellkulturplatte 
mit 96 Näpfen gegossen. Durch den Winkel entstand ein sog. Schrägagar, 
wobei die eine Hälfte des Bodens frei von Agar ist. Die Leishmanien wuchsen 
innerhalb von sieben Tagen im Agar-freien Bereich im 190 l RPMI-
Vollmedium zu einer konfluenten Schicht. Je nach Dichte der Leishmanien-
Parasiten wurden sie aus vier bzw. acht Näpfen entnommen, in einer 
Petrischale mit 20 ml RPMI-Vollmedium vermischt und auf eine neue 
Blutagarplatte verteilt. Alle sechs bis sieben Wochen wurde eine BALB/c-Maus 
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mit 3 x 106 L. major-Parasiten in die rechte Hinterpfote infiziert, um aus der 
Pfote Parasiten für eine neue Leishmanien-Kultur zu isolieren. Dies geschah, 
um die Virulenz der Leishmanien zu gewährleisten. Nach vier bis fünf Wochen 
konnten die Parasiten aus der Pfote isoliert werden. Dazu wurde die Pfote 
abgetrennt, das Fleisch vom Knochen entfernt, durch ein Zellsieb gedrückt 
und die Zellsuspension bei 200 g und 4°C für acht Minuten zentrifugiert. 
Danach wurde der Überstand, in welchem sich die Parasiten befanden, in ein 
neues 50 ml Reaktionsgefäß überführt und für 8 min bei 3220 g und 4°C 
wiederum zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 15 ml RPMI-Vollmedium 
resuspendiert und zur Kultur auf eine Blutagarplatte ausgesäht. 
 
2.2.3 Herstellung von löslichem Leishmanien-Antigen 
Zur Herstellung von löslichem Leishmanien-Antigen (SLA) wurden promastigote 
L. major-Parasiten aus den Blutagarplatten entnommen, in einer Petrischale 
gepoolt und anschließend in ein 50-ml-Reaktionsgefäß überführt. Nach 
dreimaligem Waschen mit 50 ml sterilem PBS mit anschließender 
Zentrifugation für 8 min bei 3220 g und 4°C und dem Lösen des Pellets, 
wurde ein Aliquot der Parasiten in einer 1:100 Verdünnung mit 2-prozentigen 
p-Formaldehyd-PBS-Lösung fixiert. Anschließend wurden die Parasiten in einer 
Neubauer-Zählkammer (20 m Tiefe, Kammerfaktor 5 x 104) ausgezählt. Die 
Parasiten wurden mit PBS auf eine Konzentration von 1 x 109 Zellen/ml 
eingestellt. Diese Suspension wurde dann zwanzigmal abwechselnd in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei Raumtemperatur aufgetaut. Die SLA-
Lösung wurde bei -80°C gelagert. 
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2.2.4 Isolation von primären Lymphknotenzellen 
Die Mäuse wurden mittel zervikaler Dislokation getötet, mit 70-prozentiger 
Ethanol-Lösung desinfiziert und geöffnet. Je nach Versuch wurden die 
poplitealen, inguinalen, axillären und brachialen Lymphknoten entfernt und in 
ein 1,5-ml-Reaktionsgefäß mit 1 ml PBS / 2 % FCS auf Eis gegeben. Durch 
ein Zellsieb (Maschenweite 40 µm) wurden die Lymphknotenzellen mit dem 
Stempel einer 2 ml Spritze in ein 50-ml-Röhrchen überführt. Das Zellsieb 
wurde mehrmals mit FACS-Puffer gespült, um möglichst viele Zellen in das 
Röhrchen zu überführen. Die Organhülle blieb zurück. Nach Zentrifugation bei 
300 g für 5 min bei 4°C wurde das Zellpellet in einem Aliqot PBS / 2 % FCS 
aufgenommen. Die Gesamtzellzahl der Zellsuspension wurde mittels Neubauer-
Zählkammer bestimmt. 
 
2.2.5 Präparation der Milz 
Die Mäuse wurden wie in 2.2.5 getötet und geöffnet. Die Milz wurde entfernt 
und gewogen. Dann wurde ein Stück der Milz in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt und die restliche Milz nochmals gewogen. Die Differenz ergab das 
Gewicht des überführten Stückes. Zur Bestimmung der Parasitenlast wurde die 
DNA isoliert. 
 
2.2.6 Isolation der Leber 
Die Mäuse wurden wie in 2.2.5 getötet und geöffnet. Die Leber wurde 
entfernt und gewogen. Dann wurde ein Stück der Leber in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefäß überführt und die restliche Leber nochmals gewogen. Die 
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Differenz ergab das Gewicht des überführten Stückes. Zur Bestimmung der 
Parasitenlast wurde aus dem Stück Leber die DNA isoliert. 
 
2.2.7 Isolation von Knochenmarkzellen 
Die Mäuse wurden auch hier wie in 2.2.5 getötet und geöffnet. Die 
Oberschenkelknochen wurden mit einem Skalpell vom umgebenden Muskel 
befreit und durch Abtrennen der Sehnen an Knie und Becken präpariert. Der 
Knochen wurde dann für ca. 10 sec in 70-prozentigen Ethanol gelegt und 
anschließend in PBS gewaschen. Die beiden Enden wurden mit einer Schere 
geöffnet, dann wurde der Knochen mit eiskaltem PBS aus einer Spritze mit 
Kanüle mehrmals gespült. Die so erhaltenen Knochenmarkzellen wurden 
zentrifugiert (300 g, 5 min, 4°C) und in PBS / 2 % FCS aufgenommen und 
gezählt. Aus 5 x 105 Zellen wurde die DNA isoliert und die Parasitenlast 
bestimmt. 
 
2.2.8 Bestimmung der Lebendzellzahl 
Die Zellzahl einer Suspension lässt sich mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer 
bestimmen. Dazu werden die Zellen mit dem sauren Farbstoff Trypanblau 
vermischt. Dieser Farbstoff dringt in die Zelle ein und färbt diese tiefblau. 
Lebende Zellen können diesen Farbstoff wieder aus ihrem Zytosol 
transportieren während tote Zellen blaugefärbt bleiben und somit im 
Mikroskop unterschieden werden können. Zur Zellzählung wurde ein Aliqout 
der Zellsuspension mit Trypanblau versetzt. Das Mischungsverhältnis richtete 
sich nach der Dichte der Zellsuspension. Die Verdünnung wurde in einer 
Neubauer-Zählkammer (Tiefe 100 m) ausgezählt. Aus dem Produkt der 
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durchschnittlichen Anzahl der Zellen aus den vier Großquadraten mit dem 
Kammerfaktor 1x104, der Verdünnung und dem Volumen der Zellsuspension 
ergab sich die Gesamtzahl aller lebenden Zellen in der Suspension. 
 
2.2.9 Durchflusszytometrie 
Für die durchflusszytometrischen Analysen von Zellen wurde das LSR-II-
Durchflusszytometer von BD Biosciences benutzt. Die verwendete 
Analysesoftware war DIVA. Lebende und tote Zellen konnten durch zwei 
Parameter unterschieden werden, die sog. Forward Scatter und Side Scatter. 
Dabei wird die Größe und Granularität der Zelle bestimmt. Beide Parameter 
werden linear, alle Fluoreszenz-Parameter in logarithmischer Darstellung 
ausgewertet. Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden bei konstanter 
Fließgeschwindigkeit gemessen. Für die Markierung der verschiedenen 
Antigene an der Oberfläche der Zellen wurden monoklonale, fluorochrom-
konjugierte Antikörper verwendet. Es wurden je 0,2-1 x 106 Zellen in 50 µl 
PBS, 2 % FCS gelöst und die Antikörper in der jeweiligen Verdünnung 
zugegeben. Nach 20-minütiger Inkubation bei 4 °C wurde zum Ansatz 2 ml 
FACS-Puffer gegeben, zentrifugiert (5 min, 300 g, 4 °C) und das Pellet in  
300 µl FACS-Puffer pro 1 x 106 Zellen gelöst. Für Färbungen von Zellen mit 
nicht-markierten Antikörpern wurde ein fluoreszenzmarkierter Sekundär-
Antikörper gegen den Fc-Teil, das Epitop des Erst-Antikörpers benutzt. Danach 
wurden die noch freien Fab-Teile des Sekundär-Antikörpers mit autologen 
Serum geblockt. Nachfolgende Antikörper konnten so nicht mehr durch den 
Sekundär-Antikörper gebunden werden und falsch-positive Signale wurden 
verhindert. 
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2.2.10 Intrazelluläre Markierung mit Antikörpern 
Frisch isolierte Mauszellen wurden für 4 h mit PMA (80 ng/ml) und Ionomycin 
(1 µM) zusammen mit Brefeldin A (10 µg/ml) bei 37 °C in Kulturmedium 
inkubiert. Dabei induziert PMA eine Aktivierung der Proteinkinase C und 
Ionomycin führt zur Freisetzung von Ca2+-Ionen. Beides führt zur Stimulation 
der Zelle und ahmt die T-Zell-Rezeptor-Aktivierung nach. Brefeldin A 
interferiert im retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum 
Endoplasmatischen Retikulum, wodurch es zu einer Akkumulation von 
Proteinen im Endoplasmatischen Retikulum kommt. Dann wurde eine 
Markierung der Antigene auf der Oberfläche der Zellen durchgeführt. Zur 
intrazellulären Färbung wurde das Cytofix/Cytoperm Kit nach Angaben des 
Herstellers verwendet. Dabei wird die Membran der Zellen durch eine 
saponinhaltige Lösung für die fluoreszenzmarkierten Antikörper, die gegen 
unterschiedliche Zytokine gerichtet sind, durchlässig gemacht. So kann der 
Anteil an Zellen mittels Durchflusszytometrie ermittelt werden, der spezifische 
Zytokine produziert. 
 
2.2.11 Intrazelluläre Markierung von Foxp3 mit einem Antikörper 
Vor der intrazellulären Färbung von Foxp3, wurde zuerst eine 
Oberflächenfärbung der Zellen durchgeführt. Danach wurde mit dem Foxp3 
Staining Set nach Angaben des Herstellers das im Kern lokalisierte Foxp3 
markiert. Dabei wird durch mehrere Fixierung- und Permeabilisierungschritte 
die Zellmembran und die Kernmembran der Zellen für den 
fluoreszenzmarkierten Antikörper, der gegen Foxp3 gerichtet ist, durchlässig 
gemacht. So kann mittels Durchflusszytometrie der Anteil an Zellen ermittelt 
werden, die spezifisch für Foxp3 sind. 
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2.2.12 Messung der Proliferationsrate mittels BrdU-Einbau 
Proliferierende Zellen synthetisieren während der S-Phase des Zellzyklus neue 
DNA. Diese Zellen können markiert werden, indem man Nukleotide radioaktiv 
markiert oder Nukleotidanaloga verwendet werden, die anschließend mit 
einem Antikörper detektiert werden. Um Nukleotidanaloga mit einem 
Antikörper detektieren zu können, muss die DNA für diese zugänglich 
gemacht werden. Für BrdU-Färbungen im FACS erfolgte eine Behandlung mit 
DNAse I, um den DNA-Doppelstrang aufzubrechen. So kann der Antikörper an 
das BrdU binden. Diese Markierung wurde mit dem BrdU Flow Kit nach den 
Angaben des Herstellers durchgeführt.  
 
2.2.13 Apoptosemessung mit FLICA 
Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein evolutionär konservierter 
Prozess. Eine zentrale Komponente dieses Prozesses ist eine Kaskade von 
proteolytischen Enzymen, genannt Caspasen. Caspasen können spezifische 
Sequenzen aus vier Aminosäuren erkennen, die letzte ist immer eine 
Asparaginsäure. Diese Aminosäure ist wichtig für die Spaltungsreaktion. Mit 
dem FLICA (Fluorochrom Inhibtor of Caspases) Apoptosis Detection Kit 
können aktive Caspasen detektiert werden. Das enthalte Reagenz FAM-DEVD-
FMK besteht aus Carboxyfluoresin (FAM), einem Fluoreszenzfarbstoff, 
konjugiert mit der Aminosäuresequenz DEVD und einem Fluoromethyl Keton 
(FMK) als Inhibitor von Caspasen. Die Markierung der primären Zellen wurde 
nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
 
Material und Methoden  53 
 
2.2.14 CSFE-Markierung von Zellen 
Die Proliferation von Zellen in vitro und in vivo kann mit CFSE 
(Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester) nachgewiesen werden. Die Vorstufe 
CFDA-SE diffundiert in die Zelle und wird dort durch Esterasen aktiviert zum 
CFSE, das an Aminosäuren intrazellulärer Proteine bindet und so nicht mehr 
aus der Zelle austreten kann. Aufgrund der fluoreszierenden Eigenschaft von 
CFSE kann die Proliferation von Zellen gemessen werden. Mit jeder Teilung 
halbiert sich die Intensität des Signals. Primäre Zellen aus den ableitenden 
Lymphknoten wurden in einer Konzentration von 1x107 Zellen pro 1 ml PBS 
resuspendiert und mit CFSE (c = 1 µM) versetzt. Nach 8 min Inkubation bei 
37 °C wurde das 10-fache Volumen kaltes PBS / 2 % FCS zugegeben und 
die Zellen zentrifugiert (5 min, 4 °C, 300 g). Dieser Schritt wurde wiederholt 
und die Zellen in Kulturmedium resuspendiert. 
 
2.2.15 Polyklonale und antigenspezifische Stimulation 
Isolierte, primäre Zellen aus den Lymphknoten wurden in einer Konzentration 
von 0,3 x 106 Zellen pro 200 µl Kulturmedium auf eine 96-Loch-Platte 
gebracht. Zur polyklonalen Stimulation wurden die Platten vorher mit anti-CD3 
(c = 5 µg/ml) in einem Volumen von 50 µl Tris/HCl (50 mM; pH 8,8) 
beschichtet und bei 37 °C inkubiert. Nach 2 h wurden die Platten mit 250 µl 
Kulturmedium zweimal gewaschen. Bei der antigenspezifischen Stimulation 
wurde zu den Zellen SLA in einer Konzentration 1,5 x 106 Zelläquivalenten 
pro 200 µl Kulturmedium gegeben. 
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2.2.16 RNA-Präparation 
Ganze Lymphknoten wurden wie bereits beschrieben durch ein Sieb gedrückt 
um Einzelzellen daraus zu gewinnen. Diese Zellen wurden dann in 350 µl RA1 
Puffer und 3,5 µl -Mercaptoehtanol aufgenommen und die RNA laut 
NucleoSpin RNA II-Protokoll isoliert. Die erhaltene RNA wurde in 50 µl 
RNase-freiem Wasser bei -20 °C aufbewahrt und ist so einige Wochen 
haltbar. 
 
2.2.17 Herstellung von cDNA 
Die gewonnene RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Zur Synthese der cDNA 
wurde folgender Ansatz verwendet: 
Ansatz 1, Template vorbehandeln 1-fach [µl] 
Oligo-dT (50 µM) 







Mastermix 1-fach [µl] 
5xcDNA-Synthese Puffer 
Wasser 
dNTP-Mix (10 mM) 
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Durchführung: 
Ansatz 1 wurde zum Denaturieren 5 min bei 65°C inkubiert und anschließend 
auf Eis gestellt. 10 µl Template wurden zu 10 µl Mastermix gegeben und für 
5 min bei 37 °C inkubiert. Die reverse Transkription erfolgte bei 42 °C für 
eine Stunde. Danach wurde die Temperatur für 5 min auf 85°C erhöht, um 
die reverse Transkriptase zu denaturieren. Das Einsatz-Volumen für die 
anschließende PCR betrug 1-2 µl. 
 
2.2.18 Isolierung genomischer DNA 
Die Isolation der genomischen DNA für die Bestimmung der Parasitenlast und 
der Genotypisierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers (DNA 
Purification Kit). 
 
2.2.19 Qualitative PCR–Genotypisierung der CCR6-/--Mäuse 
Durch die Genotypisierung wurde gewährleistet, dass nur homozygote Mäuse 
für Versuche verwendet wurden. Dazu wurde von einem kleinen Stück 
Schwanz die DNA isoliert. Die Genotypisierung der CCR6-/- Mäuse gestaltet 
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Mastermix: 
Mastermix 1-fach [µl] 
goTaq-Mastermix 
Wasser 








 Denaturieren der DNA: 5 min, 94°C 
 35 x Denaturieren: 1 min, 94°C 
  Annealing: 30 sec, 61°C 
  Elongation: 1 min, 72°C (Taq: ca. 1000 bp/min) 
  Abschluß: 5 min, 72°C 
 Standby bei 20°C 
 
Die Produkte der qualitativen PCR wurden auf ein 1-prozentiges Agarosegel 
aufgetragen und anschließend dokumentiert (Abb 2.1). WT-Mäuse haben zwei 
normale CCR6-Allele. Das Primer-Paar 1 GS(E,T) und GS(E1) bindet innerhalb 
der Sequenz des CCR6-Gens. Daher kann aus DNA-Proben dieser Mäuse nur 
das 228 bp lange WT-Fragment amplifiziert werden. CCR6-/--Mäuse haben zur 
funktionellen Deletion des CCR6 einen knock-in im Gen für CCR6 auf beiden 
Allelen, das Reportergen lacZ, dass für die β-Galaktosidase aus E. coli 
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kodiert. Für die Detektion dieser Mutation wird das Primer-Paar 2 verwendet, 
das zum einen an die WT-Sequenz (Primer GS(E,T)) des CCR6 und zum 
anderen an die Reportergen-Sequenz (Primer NEO(T)) bindet. Dieses PCR-




Abbildung 2.1: Die Abbildung zeigt zwei Agarosegele, wobei das obere Gel PCR-Produkte (228 
bp) des GS(E,T) und GS(E1) Primer-Paares enthält und das untere Gel die PCR-Produkte (442 
bp) des Primer-Paares GS(E,T) und NEO(T1). Maus 1, 3 und 6 sind WT-Mäuse, Maus 2 und 5 
sind herterozygote Mäuse und Maus 4 ist eine CCR6-/--Maus. Als Kontrollen wurde bekannte 
DNA eingesetzt, CCR6-/- entspricht der knock out-Kontrolle, WT der WT-Kontrolle und H2O 
der Kontrolle ohne DNA. Es wurde der 1 kB-Standard verwendet. Gezeigt ist ein Foto eines 
Agarosegels einer repräsentativen Genotypisierung von 6 Mäusen.  
 
2.2.20 Quantitative PCR zur Bestimmung der Parasitenlast 
Das Prinzip der Quantifizierung der Parasitenlast ist die Verwendung eines 
bekannten Standards. Dazu wird Parasiten-DNA aus 106 Zellen zusammen mit 
Maus-DNA aus 105 Zellen isoliert und erhält somit die höchste 
Standardkonzentration. Aus dieser werden 1:10er-Verdünnungen erstellt und 
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dienen als weitere Standards, um eine Eichkurve zu erstellen. Man trägt dazu 
den Logarithmus der Parasiten-Konzentration (x-Achse) gegen den ct-Wert  
(y-Achse) auf und erhält eine sigmoide Kurve. Amplifiziert wurde die 
ribosomale 18S-Untereinheit des Parasiten und β-Aktin der Mäuse. Durch die 
so bestimmten ct-Werte wurde mit einem Vergleich der Eichkurven 
herausgefunden, wie viele Ausgangszellen zur Verfügung standen. Schließlich 
wurde das Verhältnis der Parasiten der Zellzahl im entsprechenden Gewebe 
gegenüber gestellt. 
Mastermix: 
Mastermix 1-fach [µl] 
iQ SYBR-Green Super Mix 
Wasser 








 Aktivieren der Polymerase: 3 min, 95°C 
 40 x Denaturieren: 20 sec, 95°C 
  Annealing: 30 sec, 58°C 
  Elongation: 30 sec, 72°C 
  Standby bei 20°C 
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2.2.21 Quantifizierung der Genexpression mittels PCR 
Zur Quantifizierung der Expressionen von Zytokinen und Chemokinen wurde 
folgender PCR-Ansatz verwendet: 
Mastermix 1-fach [µl] 
Absolute SYBR Green Fluorescin  
Wasser 
Primer forward (200 µM) 









 Aktivieren der Polymerase: 15 min, 94°C 
 40 x Denaturieren: 30 sec, 94°C 
  Annealing: 30 sec, die Temperatur ist vom Primer-Paar abhängig 
  Elongation: 30 sec, 72°C (Taq: ca. 1000 bp/min) 
 Standby bei 20°C 
Die relative Quantifizierung der Egnexpression erfolgte nach der         
ΔΔct-Methode. 
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2.2.22 Blutentnahme und Gewinnung von Serum 
Für die Bestimmung von Immunglobulinen im Serum, wurde den Mäusen ca. 
200 µl Blut aus der Schwanzvene entnommen. Das 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 
dem Blut wurde für mindestens 30 min auf Eis gelagert, für weitere 30 min 
auf 37°C erwärmt und nochmals 30 min auf Eis gestellt. Nach vollständiger 
Gerinnung des Blutes wurde das Serum durch zweimaliges zentrifugieren   
(10 min, 20817 g, 4°C) gewonnen und bei -20°C gelagert. 
 
2.2.23 Enzym-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) 
Mit Hilfe eines ELISA können in einer Lösung enthaltene Proteine spezifisch 
und quantitativ nachgewiesen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
diente dieser Test zur Bestimmung von Zytokinen in Zellkulturüberständen 
und zum Nachweis von Immunglobulinen im Serum von Versuchstieren. 
Die Bestimmung von löslichem IL-17 und IFN-γ erfolgte nach Angaben des 
Herstellers (R&D Duo ELISA Kit). 
Die im Serum enthaltenen Immunglobuline IgG1 und IgG2a wurden mit einem 
Antikörper-HRP-Konjugat nachgewiesen. Zuerst wurden flexible Platten mit SLA 
beschichtet, pro Napf wurden 105 Zelllysatequivalente verwendet und in    
100 µl 50 mM Tris/HCl-Lösung (pH 8,5) für 2 h bei 37°C inkubiert. Nach dem 
Waschen (3-mal mit PBS / 0,05 % TWEEN 20) wurde für 2 Stunden bei 37°C 
mit einer PBS / 5 % BSA-Lösung geblockt und wieder gewaschen. Es wurde 
50 µl verdünntes Serum aufgetragen und für 1 h bei 37°C inkubiert und 
gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden Antikörper:  
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IgG1 HRP: 1/1000 
IgG2a HRP: 1/1000 
Die Ak wurde mit PBS / 2 % BSA verdünnt für 30 min bei 37°C inkubiert, 
anschließend wurde gewaschen. Als Substrat wurde das OptEIA Substrat Kit 
verwendet. Die Auswertung erfolgte mit dem ELISA-Reader bei einer 
Wellenlänge von 450 nm. 
 
2.2.24 Statistik 
Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm 
GraphPad Prism 5.03. Zur Berechnung wurde entweder der ungepaarte t-Test, 
der One-way ANOVA oder der Two-way ANOVA verwendetet. Werte von      
p < 0,05 wurden als signifikant erachtet. Die Fehlerbalken repräsentieren den 
SEM.  
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3 Ergebnisse 
In Bezug auf die Ausheilung der Leishmaniose bei infizierten WT-Mäusen ist 
eine TH1-Immunantwort maßgeblich. Neben dem  TH1-Zytokin IFN-γ ist auch 
die Ausschüttung von IL-17, welches unter anderem von TH17-Zellen 
produziert wird, in vielen Krankheitsbildern an der frühen Induktion einer anti-
pathogenen Immunantwort am Ort der Infektion beteiligt. IL-17 wird dabei für 
die Rekrutierung von Neutrophilen an den Ort der Entzündung benötigt, die 
ebenfalls die L. major Parasiten bekämpfen (Ouyang et al., 2008; Ritter et al., 
2009). Nach der erfolgreichen Bekämpfung des Erregers wird die 
Immunbalance im Wirt unter Anderem durch Treg-Zellen wieder hergestellt 
(Golovina et al., 2010). 
Im Folgenden wurde im Mausmodell die Rolle von CCR6, einem 
Chemokinrezeptor, der sowohl auf regulatorischen Treg-Zellen, wie auch auf 
inflammatorischen TH17-Zellen zu finden ist, für die frühe Immunantwort 
gegen L. major-Parasiten untersucht. Hierfür wurden zum einen CCR6+ 
C57BL/6 WT-Mäuse (im Folgenden WT-Mäuse genannt) und zum anderen 
CCR6-defiziente Mäuse (im Folgenden CCR6-/--Mäuse genannt) mit L. major 
infiziert und die TH-Immunantwort in diesen Tieren genauer beleuchtet. 
 
Ergebnisse  63 
 
3.1 Verlauf der L. major Infektion in den WT- und CCR6-/--
Mäusen 
Zuerst wurde der Verlauf nach Infektion mit L. major anhand verschiedener 
klinischer Parameter verfolgt. Hierfür wurden die Pfotenschwellung, die 
Lymphknotengröße, die Zellzahlen, die Zellularität im ableitenden Lymphknoten 
und die CCL20-Expression, dem einzigen Chemokinliganden für CCR6, 
gemessen. 
 
3.1.1 Schwellung der Mauspfoten nach Infektion 
Zur Untersuchung der Pfotenschwellung von WT-Mäusen im Vergleich zu den 
CCR6-/--Mäusen wurden den Mäusen subkutan 3 x 106 L. major-Parasiten in 
die rechten hinteren Pfoten infiziert. Anschließend wurde die Pfotenschwellung 
über einen Zeitraum von 98 Tagen gemessen. Innerhalb von drei Wochen war 
ein starker Anstieg der Schwellung zu erkennen. Während nach der fünften 
Woche eine Abschwellung der Pfoten zu beobachten war. Bis zum endgültigen 
Abheilen der Schwellung dauerte es weitere 9 Wochen. Dabei war die 
Pfotenschwellung der CCR6-/--Mäuse im Vergleich zu den WT-Mäusen im 
Verlauf der Infektion signifikant erhöht, d.h. die Pfoten der CCR6-/--Mäuse 
waren stärker geschwollen (Abb. 3.1). Weiter wurde festgestellt, dass beide 
Mauslinien die Infektion gleich gut nach ca. 14 Wochen ausheilen konnten 
(Abb. 3.1).  
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Abbildung 3.1: Zunahme der Pfotendicke nach Infektion: WT- (●) und CCR6-/--Mäuse (○) 
wurden mit 3 x 106 L. major Parasiten in die rechte Hinterpfote infiziert. Der Infektionsverlauf 
wurde am Tag 3, 7, 10, 14 und dann wöchentlich kontrolliert. Die Schwellung wurde als 
relative Zunahme gegenüber der kontralateralen nicht-infizierten Pfote dargestellt. Abgebildet 
sind die Mittelwerte der Zunahme der Pfotendicke nach Infektion in % (±SEM). Es sind die 
Daten aus zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils zehn Mäusen pro Gruppe dargestellt. 
(ӿ p < 0,05, Two-way ANOVA). 
 
3.1.2 Zellzahl und Schwellung der Lymphknoten im Infektionsverlauf 
Nach dem Befund, dass die Pfoten der CCR6-/--Mäuse stärker geschwollen 
sind, sollte nun festgestellt werden, ob sich auch die ableitenden 
Lymphknoten nach Infektion in Bezug auf Zellzahl und Größe zwischen den 
Mauslinien unterscheiden. Es war eine stetige Zunahme der Zellzahlen 
zwischen Tag 0 und 98 in beiden Mausstämmen nach Infektion zu 
beobachten (Abb. 3.2 A). Die Zunahme der Zellzahl bestätigte die ablaufende 
Immunantwort in den infizierten Mausen.  
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Abbildung 3.2: Zunahme der Zellzahlen im Lymphknoten zwischen Tag 0 und Tag 98 
nach Infektion: WT- und CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in eine (Tag 
98) oder beide (Tag 3-14) Hinterpfoten infiziert. Die ableitenden Lymphknoten wurden jeweils 
am Tag 0, 3, 6, 10, 14 und 98 isoliert. Am Tag 0 und Tag 98 wurde mit einem Lineal der 
Durchmesser der Lymphknoten bestimmt und anschließend fotografiert. Nach der 
Verarbeitung zu einer Zellsuspension wurden die Zellen gezählt und der Wert durch zwei 
geteilt, wenn die Lymphknoten gepoolt wurden. A: Abgebildet ist der Mittelwerte der Zellzahl 
im Verlauf der Infektion. B: Gezeigt ist der Mittelwert der Durchmesser der ableitenden 
Lymphknoten der nicht-infizierten linken Pfoten am Tag 0 und Tag 98 (n.i.) und der 
infizierten rechten Pfoten am Tag 98 (inf.) der WT- bzw. CCR6-/--Mäuse im Vergleich.        
C: Gezeigt sind exemplarisch die ableitenden Lymphknoten einer WT-Maus, isoliert am Tag 
98 nach Infektion. Links der ableitende Lymphknoten der nicht infizierten Pfote, rechts der 
ableitende Lymphknoten der infizierten Pfote (Balken: 5 mm). Die Abbildungen zeigen Daten 
eines Experimentes mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe. (B: ӿ p < 0,05, ungepaarter t-Test). 
B C 
A 
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Des Weiteren mündet die Immunantwort von WT-Mäusen in einer klinischen 
Ausheilung. Das heißt, das infizierte Tier ist gesund, aber einige Parasiten 
persistieren noch in den Wirtszellen. Wie oben gezeigt wurde, ist die 
Pfotenschwellung nach mehr als 14 Wochen abgeklungen. Im Gegensatz dazu 
zeigten die ableitenden Lymphknoten in beiden Mauslinien keinen Rückgang 
der Schwellung am Tag 98 nach Infektion. Das könnt Zeichen der Persistenz 
der Erreger im Lymphknoten sein (Abb. 3.2 B und C). 
 
3.1.3 Verteilung von Leukozyten-Subpopulationen in den Lymphknoten 
Ab Tag 15 wurden Unterschiede in der Fußschwellung zwischen beiden 
Mauslinien festgestellt. resultieren wahrscheinlich aus einer Fehlregulatio In 
Lymphknoten sind überwiegend T- und B-Zellen vorhanden. Weiter findet man 
Makrophagen und DC, aber auch NK-Zellen und Granulozyten. Folgenden 
wurde untersucht, welchen Einfluss die Infektion mit L. major auf die 
prozentuale Verteilung der einzelnen Zellpopulationen an den Tagen 3, 6, 10 
und 14 in den ableitenden Lymphknoten hat, insbesondere im Hinblick auf 
den Einfluss von CCR6 auf die Zellrekrutierung. Der Tag 0 dient als Kontrolle. 
Diese Mäuse wurden nicht infiziert. In Abbildung 3.3 wurde die prozentuale 
Verteilung der verschiedenen Leukozyten-Subpopulationen für die WT- (A) und 
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Abbildung 3.3 und Tabelle 3.1: Zellularität in den Lymphknoten naiver Tiere: Aus 
naiven WT- und CCR6-/--Mäusen wurden die ableitenden Lymphknoten der hinteren Pfoten 
isoliert. Die Zellen wurden mit αCD4, αCD8, αB220, αCD11b und αNK1.1 fluorochrom-
konjugierten Antikörpern markiert. In den Kreisdiagrammen sind die Mittelwerte der 
verschiedenen Zellpopulationen abgebildet, A entspricht den WT-Mäusen und B den     
CCR6-/--Mäusen. In der Tabelle sind die Mittelwerte (±SEM) der jeweiligen Zellpopulationen 
angegeben. Die Abbildung zeigt Daten aus zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils drei 
Mäusen pro Gruppe. 
Zellpopulation WT CCR6-/- 
CD4 29,47 ± 1,16 29,42 ± 1,08 
CD8 23,40 ± 7,40 23,73 ± 7,97 
B220 37,00 ± 10,47 38,37 ± 11,76 
CD11b 1,37 ± 0,54 1,64 ± 0,49 
NK1.1 0,70 ± 0,28 0,77 ± 0,20 
Tabelle 3.1: Prozentuale Verteilung der Zellpopulationen im Lymphknoten 
 
Die T-Zellpopulation wurde in die CD4+-TH-Zellen und in die CD8+ 
zytotoxischen T-Zellen aufgetrennt. B-Zellen wurden durch B220-Ak und    
NK-Zellen mit NK1.1-Ak definiert. Weiter wurden durch CD11b-Ak myeloide 
Zellen untersucht (Abb. 3.3 und Tabelle 3.1). Es wurden keine Unterschiede in 
der Verteilung der Zellpopulationen zwischen naiven Tieren beider 














Ergebnisse  68 
 
CCR6 keinen Einfluss auf die Verteilung der Leukozyten-Zellpopulation bei 
naiven CCR6-/--Mäusen im Vergleich zu WT-Mäusen hat. 
Nun wurden die Subpopulationen im Verlauf der Infektion betrachtet. Bei der 
CD4+-TH-Zellpopulation ist in Bezug auf den Kontrolltag 0 in den ersten 14 
Tagen nach Infektion eine signifikante prozentuale Abnahme um ca. 60 % bei 
beiden Mauslinien messbar. Dabei waren keine Unterschiede zwischen den 
Zellpopulationen der WT- und den CCR6-/--Mäusen festzustellen (Abb. 3.4, A). 
Der prozentuale Anteil der zytotoxischen T-Zellen nahm im Verlauf der 
Infektion zwischen Tag 0 und Tag 14 um ca. 50 % bei den WT- und    
CCR6-/--Mäusen ab. Auch hier konnte kein Unterschied zwischen beiden 
Mauslinien festgestellt werden (Abb. 3.4, B). Bei beiden Mauslinien war ein 
signifikanter Anstieg des Anteils der B-Zellpopulation um ca. 70 % im Verlauf 
der Infektion messbar. Auch hier gab es zwischen beiden Mauslinien keinen 
Unterschied (Abb. 3.4, C). Die CD11b exprimierenden myeloiden Zellen zeigten 
keine Veränderung im Anteil der Zellpopulation (Abb. 3.4, D). Natürliche 
Killerzellen und NK-T-Zellen wurden mit dem Marker NK1.1 markiert und 
untersucht (Abb. 3.4, E). Nach einem zunächst erwarteten anfänglichen 
Anstieg der Populationen an Tag 3 verkleinerte sich der Anteil der Population 
im WT-Mausstamm an den Tagen 6 und 10, bis er an Tag 14 wieder in etwa 
das Ausgangsniveau erreichte. Dies entspricht dem erwarteten Kurvenverlauf 
der NK1.1-Zellpopulation während einer Infektion mit L. major. Im Gegensatz 
dazu war der prozentuale Anteil der NK1.1+-Zellen zwischen Tag 3 und Tag 
10 in den CCR6-/--Mäusen erhöht. Am Tag 14 lag der Anteil der NK1.1 
positiven Population in den CCR6-/--Mäusen auch fast wieder auf dem 
Ausgangniveau. Insgesamt wurde im Verlauf der Infektion eine signifikant 
größere NK1.1+ Zellpopulation in den CCR6-/--Mäusen beobachtet, verglichen 
zu den WT-Mäusen. 
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Abbildung 3.4: Veränderungen der Zellularität während der Infektion: WT- und CCR6-/--
Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Die ableitenden 
Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 entfernt und Einzelzellen isoliert. Die 
Zellen wurden gezählt und mit αCD4 (A), αCD8 (B), αB220 (C), αCD11b (D) und αNK1.1 (E) 
fluorochrom-konjugierten Antikörpern markiert. Die Analyse wurde mit dem LSR-II 
durchgeführt. Abgebildet sind die Mittelwerte (±SEM) auf den Tag 0 (100 %) relativiert. Die 
Abbildung zeigt Daten von zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils drei Mäusen pro 
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3.1.4 CCL20 Expression im ableitenden Lymphknoten 
Der Ligand für CCR6 ist CCL20 wird hauptsächlich in der Peripherie von 
Epithelzellen und Endothelzellen exprimiert. Im Verlauf einer Infektion könnten 
auch TH17-Zellen als Produzenten dienen, auf diese wirkt CCL20 in einem 
autokrienen Mechanismus. Im Weiteren wurde untersucht, wie sich die CCL20-
Expression im Verlauf der L. major-Infektion verhält und welchen Einfluss die 
CCR6-Defizienz auf die Expression von CCL20 hat. In einem Vorversuch wurde 
die Expression von CCL20 auf die frühe Phase der Infektion eingegrenzt.  
 


















Abbildung 3.5: CCL20-Expression im ableitenden Lymphknoten:  WT- und CCR6-/--Mäuse 
wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Ein ableitendender 
Lymphknoten wurde jeweils am Tag 0, 1, 2, 3 und 6 präpariert und daraus die RNA isoliert. 
Nach dem Umschreiben zu cDNA wurde eine quantitative PCR-Analyse mit Primern für CCL20 
durchgeführt. Abgebildet sind die Mittelwerte der relativen Expression (±SEM). Die Daten 
zeigen ein Experiment mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe. 
 
Deswegen wurden die ableitenden Lymphkonten aus infizierten WT- bzw. 
CCR6-/--Mäusen präpariert, die enthaltene RNA isoliert und mittels einer     
rt-PCR die CCL20-Transkription quantifiziert. Abbildung 3.5 zeigt die ähnlichen 
Expressionsprofile der WT- und CCR6-/--Mäuse im Verlauf der Infektion.  
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Es ist eine stark vermehrte CCL20-Expression bis Tag 2 nach Infektion bis 
auf das über 20-fache in beiden Mauslinien im Vergleich zur naiven Maus zu 
erkennen. Danach sinkt die Expressionsrate bis Tag 6 wieder ab. Verglichen 
mit den WT-Mäusen hat das Fehlen des CCR6-Rezeptors in den         
CCR6-/--Mäusen also keinen Einfluss auf die Expression von CCL20 im Verlauf 
der Infektion in den ableitenden Lymphknoten. 
 
3.1.5 CD4+CCR6+-Zellen der WT-Mäuse im Verlauf der Infektion 
Zunächst muss angemerkt werden, dass eine Betrachtung der CCR6+-Zellen 
nur in den WT-Mäusen möglich ist. Dazu wurden die Mäuse infiziert, die 
ableitenden Lymphknoten an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 präpariert und 
Zellsuspensionen hergestellt. Anschließend wurden die Zellen mit fluorochrom-
konjugierten Antikörpern gegen CD4 und CCR6 markiert. Der Anteil der 
CD4+CCR6+ Subpopulation an der CD4+ Population beträgt in der naiven Maus 
ca. 1,5 %. In Zellzahlen ausgedrückt, entspricht das etwa 2500 Zellen pro 
Lymphknoten. Nach Infektion nimmt die Anzahl der CD4+CCR6+-Zellen 
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Abbildung 3.6: CD4+CCR6+-Zellen im Verlauf der Infektion: WT-Mäuse wurden mit 3 x 
106 L. major Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Die ableitenden Lymphknoten wurden 
jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 isoliert und eine Zellsuspension angefertigt. Die Zellen 
wurden gezählt und mit αCD4 und αCCR6 fluorochrom-konjugierten Antikörpern markiert. Die 
Analyse wurde mit dem LSR-II durchgeführt. Abgebildet sind die Mittelwerte der Zellzahlen 
(±SEM). Die Abbildung zeigt Daten von zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils drei 
Mäusen pro Gruppe. (ӿ p < 0,05 im vgl. zu Tag 0, One-way ANOVA). 
 
Im Weiteren sollte geklärt werden, ob die CCR6+-Zellen proliferierten oder 
einwanderten. Daher wurde die Proliferation von T-Zellen mittels BrdU-Einbau 
in vivo gemessen. In Abbildung 3.7 A ist der Anteil der CD4+CCR6+BrdU+ 
Zellsubpopulation dargestellt. In den naiven WT-Mäusen waren ca. 20 % der 
CD4+CCR6+ Population proliferierende Zellen. Im Verlauf der Infektion nahm 
der Anteil der proliferierenden Zellen bis Tag 14 auf ca. 10 % ab. 
Nun wurde die CD4+CCR6+-Zellen auf ihr apoptotisches Verhalten im Verlauf 
der Infektion untersucht. Die Apoptoserate der CD4+CCR6+ Zellsubpopulation 
der naiven Mäuse lag bei ca. 45 % (Abb. 3.7 B). Im Verlauf der Infektion 
stieg die Apoptoserate der CD4+CCR6+-Zellen signifikant an. Die 
Sterblichkeitsrate der Zellen erhöhte sich von Tag 0 auf über 70 % am Tag 
6 an und blieb über den gesamten Untersuchungszeitraum auf hohem 
Niveau. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Anstieg an    
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CD4+CCR6+-Zellen während der L. major Infektion eher durch Rekrutierung 
bereits vorhandener Zellen zustande kommt, als durch Proliferation. 
 






























Abbildung 3.7: Anteil der proliferierenden und apoptotischen Zellen an der 
CD4+CCR6+-Zellpopulation: WT-Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide 
Hinterpfoten infiziert. Die ableitenden Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 
14 zu einer Zellsuspension verarbeitet. A: Den Tieren wurde jeweils drei Tage vor der 
Analyse BrdU über das Trinkwasser verabreicht. Die isolierten Zellen wurden mit αCD4, 
αCCR6 und αBrdU fluorochrom-konjugierten Antikörpern markiert. Unter B ist die 
CD4+CCR6+FLICA+ Zellsubpopulation dargestellt. Diese Zellen wurden vor der Markierung mit 
den Antikörpern gegen CD4 und CCR6 für 1 h mit FLICA inkubiert. Die Analyse wurde mit 
dem LSR-II durchgeführt. Abgebildet sind die Mittelwerte der Prozentanteile der 
proliferierenden (A) bzw. der apoptotischen Zellen (B) (±SEM). Die Abbildung zeigt Daten von 
zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe. (ӿ p < 0,05 im vgl. zu 
Tag 0, One-way ANOVA) 
CD4+CCR6+BrdU+ 
CD4+CCR6+FLICA+ 
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3.2 Untersuchung der antiparasitären Antwort 
Die Ursache für die stärkere Pfotenschwellung in den CCR6-/--Mäusen im 
Vergleich zu den WT-Mäusen kann verschiedene Gründe haben. Denkbar wäre 
eine größere Parasitenlast in den Tieren durch eine unzureichende anti-
parasitäre Immunantwort, z.B. durch eine Verschiebung von einer TH1-Antwort 
zu einer TH2-Antwort durch die CCR6-Defizienz. Weiter wäre eine veränderte 
TH17-Antwort möglich, die z.B. weniger Neutrophile in die Pfoten rekrutiert 
und so eine verschlechterte Bekämpfung der Parasiten verursacht. Es könnte 
aber auch sein, dass es durch das Fehlen der CCR6+ Treg-Zellen in den  
CCR6-/--Mäusen zu einer überschießenden Immunreaktion kommt.  
 
3.2.1 Parasitenlast nach Infektion 
Wegen der oben genannten Hypothesen wurde zuerst die Parasitenlast in 
den ableitenden Lymphknoten, in der Milz, der Leber und im Knochenmark 
untersucht. Dazu wurden WT- und CCR6-/--Mäuse subkutan mit je 3 x 106    
L. major-Parasiten in die Hinterpfote infiziert. Die Bestimmung an den Tagen 
0, 3, 6, 10 und 28 nach Infektion wurde mit Hilfe von quantitativer-PCR-
Analysen durchgeführt (Abb. 3.8). In den ableitenden Lymphknoten war eine 
Zunahme der Parasitenlast in beiden Mausstämmen nach Infektion 
detektierbar (Abb. 3.8 A). Am Tag 3 und 6 nach Infektion war die Zunahme 
am größten und ging dann in ein Plateau an den Tagen Tag 10 und 28 
über. Hier zeigten tendenziell mehr Parasiten in den Lymphknoten der WT-
Mäuse im Vergleich zu den CCR6-/--Mäusen. In der Milz, die als sekundär 
lymphatisches Organ für Immunantworten gegen sich im Blutkreislauf 
befindliche Antigene wichtig ist, wurde die Parasitenlast unter Verwendung der 
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gleichen Methode ebenfalls bestimmt. Es konnten keine Parasiten in den 
Milzen der Mäuse beider Stämme detektiert werden (Daten nicht gezeigt).  
 


























    





















             
 




























Abbildung 3.8: Parasitenlast in Lymphknoten, Leber und Knochenmark: WT- und CCR6-
/--Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Der ableitende 
Lymphknoten bzw. das Knochenmark wurde jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 28 isoliert und 
zu einer Zellsuspension verarbeitet. Es wurden 105 Lymphknotenzellen bzw. 106 
Knochenmarkzellen lysiert und die DNA isoliert. Weiter wurde die DNA aus Gewebsstücken 
der Leber isoliert. In zwei separaten Reaktionen wurden die Kopienzahlen von Leishmania-18S 
rRNA und Maus-β-Aktin quantifiziert. Die Werte ergaben sich aus dem Vergleich mit der 
Parasiten-Standardkurve. A zeigt die Parasitenlast im Lymphknoten, B in der Leber und C im 
Knochenmark. Abgebildet sind die Mittelwerte der Zellzahlen (±SEM). Die Abbildung zeigt 
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Die Leber ist im Zusammenhang mit einer Leishmanien-Infektion ein wichtiges 
Untersuchungsorgan, da der Parasit in Leberzellen überleben kann. Ebenso 
wurde das Knochenmark auf Parasiten untersucht, da dort Makrophagen aus 
dem Blut zirkulieren. In der Leber und im Knochenmark wurden auch 
Parasiten in beiden Mausstämmen an den Tagen 6, 10 und 28 nachgewiesen, 
wobei tendenziell mehr Parasiten in den CCR6-/--Mäusen detektiert wurden 
(Abb. 3.8 B und C). 
 
3.2.2 Immunantwort der B-Zellen im Verlauf der Infektion 
Hier sollen nun die Auswirkungen der CCR6-Defizienz auf die Immunantwort 
der B-Zellen untersucht werden. Wie schon unter 3.1.3 gezeigt, gab es keine 
Unterschiede im relativen Anteil der B-Zellpopulationen zwischen naiven und 
infizierten WT- bzw. CCR6-/--Mäusen. Nun wurde weiter untersucht, ob evtl. die 
CCR6-Defizienz einen Einfluss auf die Proliferationsrate bzw. die Apoptoserate 
der B-Zellen hat. Auch wurden die Antikörperkonzentrationen von IgG1 und 
IgG2a im Verlauf der Infektion untersucht, um den in den WT-Mäusen 
ablaufenden Klassenwechsel der Antikörper nach Infektion mit L. major mit 
der Antikörperproduktion in den CCR6-/--Mäusen vergleichen zu können.  
Im Verlauf der Infektion in den ersten 14 Tagen konnte etwa eine 
Verdreifachung der Proliferationsrate auf 7,5 % für die B-Zellen im Vergleich 
zu den naiven Tieren gezeigt werden (Abb. 3.9 A). Hierbei war kein 
Unterschied zwischen den Mauslinien zu beobachten. Somit konnte gezeigt 
werden, dass im Verlauf der Infektion mit L. major, bezogen auf die 
Proliferationsrate im Vergleich zu den WT-Mäusen bei den CCR6-/--Mäusen 
kein Unterschied bestand.  
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Weiter wurde die Apoptoserate der B-Zellen untersucht. Die Apoptoserate der 
B-Zellen verändert sich im Verlauf der Infektion kaum und schwankte sowohl 
in den WT- als auch in den CCR6-/--Mäusen um ca. 1 % (Abb. 3.9 B).  
Zusammengefasst lässt sich die Zunahme der B-Zellpopulation in beiden 
Mausstämmen ab Tag 3 nach Infektion (gezeigt unter 3.1.3 in der Abbildung 
3.4 C) mit der nur gering gesteigerten Proliferationsrate, die erst ab dem 
Tag 14 zu beobachten ist (Abb. 3.9. A) nicht erklären. Zumal die 
Apoptoserate (Abb. 3.9. B) unverändert, wenn auch gering ist. Das heißt, die 
Zunahme der B-Zellpopulation muss durch eine massive Rekrutierung naiver 
B-Zellen in den ersten 10 Tagen nach Infektion vonstattengehen. Weiter 
scheint eine Abhängigkeit der Migration der B-Zellen in den Lymphknoten 
allein über CCR6 eher unwahrscheinlich, da zwischen den WT- und den  
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Abbildung 3.9: Proliferations- und Apoptoserate von B-Zellen im Infektionsverlauf: 
WT- und CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. 
Die Tiere bekamen jeweils drei Tage vor der Analyse BrdU über das Trinkwasser verabreicht. 
Die ableitenden Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 zu einer 
Zellsuspension verarbeitet. Die Zellen wurden gezählt und mit fluorochrom-konjugierten 
Antikörpern gegen B220 und BrdU markiert (A). Für B wurden die Zellen ebenfalls gegen 
B220 und mit FLICA markiert. Die Analyse wurde mit dem LSR-II durchgeführt. Unter A) 
wurden die B220+BrdU+, unter B) die B220+FLICA+ Zellpopulation im Verlauf der Infektion 
aufgetragen. Abgebildet sind die Mittelwerte (±SEM). Die Abbildung zeigt Daten von zwei 
unabhängigen Experimenten mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe.  
 
CD4+ TH-Zellen unterstützen B-Zellen durch die Produktion von IL-4 zur 
Bildung von spezifischen Antikörpern und beim Klassenwechsel. Nun soll 
untersucht werden, ob die CCR6-Defizienz einen Einfluss auf die            
IL-4-Expression hat bzw. den Klassenwechsel beeinflusst. Dazu wurden die 
Lymphknoten von WT- und CCR6-/--Mäusen an verschiedenen Tagen nach 
Infektion präpariert, die RNA isoliert und die Expression von IL-4 durch eine 
rt-PCR quantifiziert. Im Verlauf der Infektion wird die IL-4-Expression in beiden 
Mausstämmen bis Tag 10 hochreguliert und dann wieder bis Tag 28 herab 
reguliert (Abb. 3.10). Dabei ergaben sich keine Unterschiede zwischen den 
Mausstämmen. Die CCR6-Defizienz hat somit keinen Einfluss auf die         
IL-4-Expression im Vergleich zu den WT-Mäusen.  
B220+BrdU+  B220+FLICA+ 
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Abbildung 3.10: IL-4 Expression im Lymphknoten im Verlauf der Infektion: WT- und 
CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Ein 
ableitendender Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10, 14 und 28 präpariert und 
daraus die RNA isoliert. Nach dem Umschreiben zu cDNA wurde eine rt-PCR-Analyse mit 
Primern für IL-4 durchgeführt. Abgebildet sind die Mittelwerte (±SEM). Die Abbildung zeigt 
Daten aus einem Experiment mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe. 
 
IL-4 ist in beiden Mausstämmen vorhanden, deshalb wurde angenommen, 
dass die beiden Stämme in der Lage sind Ak zu produzieren und den 
Klassenwechsel durchzuführen. Weiter wurden die Seren von naiven Tieren 
und infizierten Tieren (an den Tagen 0, 14, 28, 42 und 60) mittels ELISA auf 
spezifisch gegen L. major gerichtete IgG1 (TH2-Immunantwort) und IgG2a   
(TH1-Immunantwort) untersucht. Nach der Infektion kommt es in einer TH1-
Zell-dominierten Immunantwort in beiden Mausstammen zu einer 
Antikörperproduktion (Abb. 3.11). Der Blutserumtiter von IgG1 steigt in beiden 
Mausstämmen in den ersten 14 Tagen an und geht dann zwischen Tag 14 
und Tag 60 in ein Plateau auf relativ niedrigen Niveau über. Im Gegensatz zu 
IgG1 nimmt IgG2a im Verlauf der Infektion erst am Tag 28 bis Tag 42 zu 
und geht dann ebenfalls in ein Plateau bis Tag 60 über. An Tag 42 bzw. 60 
sind in beiden Mausstämmen die Serumkonzentrationen von IgG2a gegenüber 
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IgG1 um ein Vielfaches erhöht. Dieser Klassenwechsel von IgM zu IgG2a ist 
ein deutlicher Befund für eine ablaufende TH1-Antwort in den WT- bzw.  
CCR6-/--Mäusen. 




















Abbildung 3.11: IgG1 und IgG2a Antikörperkonzentrationen im Serum: WT- und CCR6-/-
-Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in die rechte Hinterpfoten infiziert. An den 
Tagen 0, 14, 28, 42 und 60 wurde den Tieren maximal 200 µl Blut aus einer Schwanzvene 
entnommen und hieraus Serum hergestellt. Die Werte für IgG1 (● für WT- bzw. ○  für CCR6-/--
Mäuse) und IgG2a (■ für WT- bzw. □ für CCR6-/--Mäuse) wurden als relative-ELISA-Einheiten 
dargestellt. Der ELISA wurde auf einen Standard normalisiert, der aus den Seren infizierter 
Tiere hergestellt wurde. Abgebildet sind die Mittelwerte der ELISA-Einheiten (±SEM). Die 
Abbildungen zeigen repräsentative Daten eines Experimentes von zwei mit jeweils fünf 
Mäusen pro Gruppe. 
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3.3 Die TH1-Immunantwort im Verlauf der Infektion im 
Lymphknoten 
Die Produktion von IFN-γ hat für die Bekämpfung der Leishmaniose in der 
C57BL/6-Maus eine zentrale Bedeutung. Durch dieses Zytokin werden vor 
allem Makrophagen aktiviert, welche dann die Parasiten bekämpfen. Da die 
IgG2a Antikörperproduktion ansteigt, deuten die Daten bisher darauf hin, dass 
die TH1-Antwort intakt ist. Im Folgenden wird dargelegt, wie durch 
verschiedene Methoden untersucht wurde, ob es quantitative Unterschiede in 
der TH1-Immunantwort zwischen den WT- bzw. CCR6-/--Mäusen gibt. Dazu 
wurden die Expressionsmuster der zur TH1-Antwort-führenden Zytokine und 
die Expression von IFN-γ näher untersucht. Weiter wurden die verschiedenen 
IFN-γ-produzierenden Zellpopulationen und die IFN-γ-Produktion von 
Lymphknotenzellen nach Restimulation analysiert. 
 
3.3.1 Expression von IL-12p35 und IL-12p40 
Naive T-Zellen differenzieren nach Rezeptor- und Ko-Stimulation mit Hilfe von 
IL-12 zu TH1-Zellen. Wie in der Einleitung (1.2.1.1) beschrieben, bilden IL-
12p40 und IL-12p35, welche unter Anderem von APC und Makrophagen 
ausgeschüttet werden, das heterodimerere Zytokin IL-12. Zur Untersuchung 
der Expression der Zytokin-Untereinheiten wurde die Expression von IL-12p35 
und IL-12p40 im Verlauf der Infektion mittels quantitativer PCR-Analyse 
bestimmt. Die relative Expression der Untereinheit IL-12p35 ist im Verlauf der 
Infektion in den WT-Mäusen signifikant erhöht, wobei die beiden Kurven über 
den Beobachtungszeitraum ähnlich ansteigen (Abb. 3.12. A). Dabei vervielfacht 
sich die relative Expression von IL-12p35 in den WT-Mäusen etwa um den 
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Faktor 10 und in den CCR6-/--Mäusen nur etwa um den Faktor 5. Auch bei 
der relativen Expression von IL-12p40 unterscheiden sich die beiden 
Mauslinien signifikant im Verlauf der Infektion. Hier ist die Expression von   
IL-12p40 in den WT-Mäusen, vor allem an Tag 6 verglichen zu den      
CCR6-/--Mäusen stark erhöht (Abb. 3.12. B). 
 








































Abbildung 3.12: Expression von IL-12p35 und IL-12p40 im Lymphknoten: WT- und 
CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Ein 
ableitendender Lymphknoten wurde jeweils am Tag 0, 3, 6, 10, 14 und 28 präpariert und 
daraus die RNA isoliert. Nach dem Umschreiben in cDNA wurde eine quantitative PCR-
Analyse mit Primern für IL-12p35 (A) und IL-12p40 (B) durchgeführt. Aus einer Mischung von 
cDNA verschiedener Mäuse und Tage (nach Infektion) wurde eine Verdünnungreihe erstellt, 
um die Effizienz der PCR zu prüfen. Die aufgetragenen Werte stellen die relative Expression 
jeweils zum Tag 0 dar. Die Abbildung zeigt Daten aus einem Experiment mit jeweils drei 
Mäusen pro Gruppe. (ӿ p < 0,05, Two-way ANOVA) 
IL-12p35 
IL-12p40 
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3.3.2 TH1-Immunantwort 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Expression sowohl von IL-12p35, 
als auch von IL-12p40 im Verlauf der Infektion in den WT-Mäusen signifikant 
erhöht sind, wurden nun die IFN-γ-produzierenden Zellen untersucht. Dazu 
wurden die ableitenden Lymphknoten nach Infektion an verschiedenen Tagen 
präpariert, eine Zellsuspension hergestellt und in vitro für 4 Stunden bei 37°C 
restimuliert. Die CD4+-, CD8+- und NK1.1+-Zellen wurden hinsichtlich ihrer   
IFN-γ-Produktion durch intrazelluläre Zytokinbestimmung am LSR-II analysiert. 
Im Verlauf der Infektion nimmt die CD4+IFN-γ+-Zellpopulation in beiden 
Mausstämmen von ca. 103 Zellen pro ableitendem Lymphknoten, in den 
naiven Tieren auf über 105 Zellen am Tag 28 (nach Infektion) signifikant zu 
(Abb. 3.13 A). Die Population der CD8+IFN-γ+-Zellen war in den naiven Mäusen 
des WT- bzw. CCR6-/--Stämme etwa fünfmal größer als die der        
CD4+INF-γ+-Zellen. Auch hier war kein Unterschied im Verlauf der Infektion 
zwischen beiden Mausstämme zu erkennen. Anders als bei den        
CD4+IFN-γ+-Zellen nimmt die CD8+IFN-γ+ Population bis Tag 6 zu und sinkt ab 
(Abb. 3.13 B). Also wirkte sich die verringerten Mengen an IL-12p35 und    
IL-12p40 in den CCR6-/--Mäusen nicht auf die IFN-γ-Produktion aus. Wie schon 
für die NK-Zellen selbst gezeigt (Abb. 3.4. E), unterscheidet sich der Verlauf 
der IFN-+ NK-Zellen in den CCR6-/--Mäusen im Vergleich zu den WT-Mäusen. 
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Abbildung 3.13: IFN-γ+-TH- und NK-Zellen im Lymphknoten: WT- und CCR6-/--Mäuse 
wurden mit 3 x 106 L. major Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Die ableitenden 
Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 zu einer Zellsuspension verarbeitet. 
Die Zellen wurden gezählt und mit Ionomycin, PMA und Brefeldin A für 4 Stunden bei 37°C 
restimuliert. Anschließend wurde mit αCD4- (A), αCD8- (B) und NKp46- (C) fluorochrom-
markierten Antikörper gefärbt. Dann wurden alle Zellen intrazellulär mit αIFN-γ markiert. Die 
Analyse wurde mit dem LSR-II durchgeführt. Abgebildet sind die Mittelwerte der Zellzahlen 
(±SEM). Die Abbildung zeigt Daten von zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils drei 
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3.3.3 NK-Zellen im Verlauf der Infektion im Lymphknoten 
Es wurde gezeigt, dass in den CCR6-/--Mäusen im Verlauf der Infektion (im 
Vergleich zu den WT-Mäusen) die NK-Zellpopulation insgesamt und auch die 
IFN-γ+-NK-Zellpopulation größer war. IL-15 ist wichtig für die NK-Zellaktivierung. 
Deswegen wurde nun weiter untersucht, ob die IL-15-Expression in den  
CCR6-/--Mäusen fehlreguliert ist.  
 
3.3.3.1 IL-15-Expression 
Es sollte überprüft werden, ob die im Verlauf der Infektion signifikant größere 
NK-Zellpopulation (Abb. 3.4 E) und auch die vergrößerte IFN-γ-produzierende 
NK-Zellpopulation (Abb. 3.13 C) aus einer gesteigerten Expression von IL-15 
im Lymphknoten der CCR6-/--Mäuse resultierte. Dazu wurden die Lymphknoten 
von WT- und CCR6-/--Mäusen an verschiedenen Tagen nach Infektion 
präpariert, RNA isoliert. Im Anschluss wurde in der quantitativen PCR die 
Expression von IL-15 bestimmt. Die Expression wird in beiden Mausstämmen 
vergleichbar reguliert. Im Verlauf der Infektion ergeben sich dabei nur geringe 
Unterschiede der Expression. Somit kann der Einfluss von IL-15 auf die Größe 
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Abbildung 3.14: IL-15-Expression im Verlauf der Infektion: WT- und CCR6-/--Mäuse 
wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Ein ableitendender 
Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10, 14 und 28 präpariert und daraus die RNA 
isoliert. Nach dem Umschreiben zu cDNA wurde eine quantitative PCR-Analyse mit Primern 
für IL-15 durchgeführt. Die erhaltenen Werte wurden relativ zum Tag 0 berechnet und 
aufgetragen. Die Abbildung zeigt Daten aus einem Experiment mit jeweils drei Mäusen pro 
Gruppe. 
 
3.3.3.2 IL-17RA Expression auf NK-Zellen 
Da IL-15 zur Regulation der NK-Zellpopulation nicht in Frage kam, wurde 
weiter untersucht, ob diese Population auf IL-17, den wichtigsten 
sekretorischen Zytokin von TH17-Zellen, reagieren kann und evtl. die 
Abwesenheit von CCR6 zu der Erhöhung an NK-Zellen beiträgt. Für diese 
Analyse wurden WT- und CCR6-/--Mäuse infiziert und an den Tagen 0, 3, 6, 
10 und 14 untersucht. Nach der Herstellung einer Zellsuspension aus den 
ableitenden Lymphknoten wurden die Zellen mit αNKp46- und αIL-17RA-
fluorochrom-konjugierten Antikörpern markiert und im LSR-II analysiert. In den 
ersten Tagen nach Infektion liegt in beiden Mausstämmen der Anteil der    
IL-17RA+-Zellen bei ca. 10-15 % der NK-Zellen (Abb. 3.15). Nach Tag 6 sinkt 
der Anteil in beiden Maustämmen auf etwa 1 % ab. Das heißt, die NK-Zellen 
tragen den IL-17RA. Im Verlauf der Infektion wird der Rezeptor herab 
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reguliert, da ab Tag 10 nur noch ca. 1 % der Zellen den Rezeptor auf ihrer 
Oberfläche tragen. Das heißt, theoretisch wären an Tag 3 und 6 nach 
Infektion die NK-Zellen in der Lage auf IL-17 zu reagieren. 
 














Abbildung 3.15: IL17RA-Expression auf den NK-Zellen beider Mausstämme: WT- und 
CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Die 
ableitenden Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 und zu einer 
Zellsuspension verarbeitet. Die Zellen wurden gezählt und mit αNKp46- und αIL-17RA-
fluorochrom-konjugierten Antikörpern markiert. Abgebildet sind die Mittelwerte (±SEM). Die 
Abbildung zeigt Daten eines Experiments mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe. 
 
3.3.4 Expression von IFN-γ nach Infektion 
Früh produziertes IFN-γ wird vor allem auch von NK-Zellen ausgeschüttet. Im 
Verlauf einer Infektion produzieren aber auch CD8+- und CD4+-Zellen große 
Mengen IFN-γ. Deswegen soll die Expression von IFN-γ im Verlauf der 
Infektion untersucht und mit den Daten der IFN-γ+-Zellpopulationen verglichen 
werden. Die ableitenden Lymphkonten aus Tag 0, 3, 6, 10, 14 und 28 der 
infizierten WT- bzw. CCR6-/--Mäuse wurden präpariert und die enthaltene RNA 
isoliert. Nach dem umschreiben wurde eine quantitative PCR mit spezifischen 
IFN-γ-Primern durchgeführt. Die Daten sind in Abbildung 3.16 gezeigt. In den 
ersten 10 Tagen ist in beiden Mausstämmen eine schwache Erhöhung der 
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Expression zu beobachten, erst an den Tagen 14 und 28 steigt die 
Expression um das Vier- bis Fünffache der Expression in naiven Mäuse an. 
Verglichen mit den IFN-γ+ Zellpopulationen stimmt dieser Verlauf mit den  
IFN-γ+CD4+-TH-Zellen und den NK-Zellen überein. 
 



















Abbildung 3.16: IFN-γ Expression im Lymphknoten: WT- und CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 
x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Ein ableitendender Lymphknoten 
wurde jeweils am Tag 0, 3, 6, 10, 14 und 28 präpariert und daraus die RNA isoliert. Nach 
dem Umschreiben zu cDNA wurde eine quantitative PCR-Analyse mit Primern für IFN-γ 
durchgeführt. Die aufgetragenen Werte stellen die relative Expression jeweils zum Tag 0 dar. 
Die Abbildung zeigt Daten aus einem Experiment mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe. 
 
3.3.5 IFN-γ-Produktion nach polyklonaler Stimulation 
Nachdem hinsichtlich der NK-Zellzahl und der intrazellulären IFN-γ Produktion 
der NK-Zellen Unterschiede zwischen WT- und CCR6-/--Mäusen gezeigt wurden, 
soll nun die Produktion bzw. die Sezernierung von IFN-γ nach polyklonaler 
Stimulation mit αCD3 untersucht werden. Dazu wurden Mäuse beider Stämme 
mit L. major-Parasiten infiziert, die Lymphknoten an verschiedenen Tagen 
präpariert, die Zellen isoliert und mit αCD3 für 3 Tag inkubiert. Danach wurde 
der Überstand der Kultur abgenommen und ein quantitativer ELISA für IFN-γ 
durchgeführt. Vor der Infektion ist festzustellen, dass die Zellen aus naiven 
Ergebnisse  89 
 
CCR6-/--Mäusen im Gegensatz zu den WT-Mäusen große Mengen an IFN-γ 
produzieren (Abb. 3.17). Dies lässt auf einen voraktivierten Status schließen, 
der durch die Stimulierung abgerufen wird. In der frühen Phase der Infektion 
am Tag 3 und 6 nehmen die IFN-γ Mengen auf WT-Niveau ab. Anschließend 
ist eine gesteigerte Ausschüttung von IFN-γ in den Kulturüberständen bei 
beiden Mausstämme zu beobachten. 
 















Abbildung 3.17: IFN-γ-Produktion nach Stimulation: WT- und CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 
x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. An den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 
wurden die ableitenden Lymphknoten Präpariert und daraus eine Zellsuspension hergestellt. 
Die primären Zellen wurden für 3 Tag polyklonal in Kulturmedium auf plattengebundenem 
αCD3 stimuliert. Die anschließenden ELISA wurden mit einem Standard durchgeführt und so 
die absoluten Mengen berechnet. Abgebildet sind die Mittelwerte (±SEM). Die Abbildungen 
zeigen repräsentative Daten zweier Experimente mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe.        
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3.4 TH17-Zellen im Verlauf der Infektion im Lymphknoten 
Im vorherigen Abschnitt wurden die Auswirkungen der CCR6-Defizienz im 
Vergleich zu den WT-Mäusen im ableitenden Lymphknoten auf die für die 
Ausheilung wichtige TH1-Immunantwort im Verlauf der Infektion untersucht. 
Nun soll der Einfluss der CCR6-Defizienz auf weitere TH-Subpopulationen 
untersucht werden. Im Speziellen wurden vor allem die CCR6-exprimierenden 
TH17-Zellen und Treg-Zellen analysiert. 
 
3.4.1 IL-17-produzierende Zellen 
In der frühen Immunantwort spielt IL-17 als Entzündungsmediator eine 
wichtige Rolle. Im Weiteren werden TH17-Zellen durch die Expression von CD4 
und IL-17 definiert. Andere CD4--IL-17+-Zellen sind z.B. γδT-Zellen. Es wurden 
WT- und CCR6-/--Mäuse mit den L. major-Parasiten für verschiedene Tage zur  
Untersuchung infiziert. Aus den entnommen Lymphknoten wurde eine 
Zellsuspension hergestellt, restimuliert und eine Oberflächen- bzw. 
intrazelluläre Markierung der Zellen mit den fluorochrom-konjugierten Ak 
gegen CD4 und IL-17 durchgeführt. Während die Zellzahl (131 ±10) der TH17-
Zellen am Tag 0 in den CCR6-/--Mäusen etwa um das Fünffache verringert ist, 
gleichen sich die Zellzahlen der TH17-Zellen der beiden Mausstämme am Tag 
3 und 6 an (Abb. 3.18 A). Die Zellzahlen nehmen in den WT-Mäusen jedoch 
im Vergleich zu den CCR6-/--Mäusen im Verlauf der Infektion an den Tag 10 
und 14 signifikant zu. Betrachtet man die Zellzahlen der CD4-negativen             
IL-17-produzierenden Zellen im Verlauf der Infektion, so findet man zwar 
einen zeitabhängigen Anstieg während der Infektion, aber keinen Unterschied 
zwischen den beiden Mauslinien (Abb. 3.18 B). 
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Abbildung 3.18: CD4+- und CD4--IL-17+-Zellen im Lymphknoten nach Restimulation: 
WT- und CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. 
Die ableitenden Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 präpariert und zu 
einer Zellsuspension verarbeitet. Die Zellen wurden gezählt und mit Ionomycin, PMA und 
Brefeldin A für 4 Stunden bei 37°C restimuliert. Anschließend wurde mit αCD4 fluorochrom-
konjugierten Antikörpern markiert. Danach wurden alle Zellen intrazellulär mit αIL-17 markiert. 
Die Analyse wurde mit dem LSR-II durchgeführt. Abgebildet sind die Mittelwerte der Zellzahl 
(±SEM). Die Abbildung zeigt Daten von zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils drei 
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3.4.2 Expression von IL-17, IL-21 und IL-22 im Verlauf der Infektion 
Um weitere Informationen über die TH17-Immunantwort in den CCR6-/--Mäusen 
zu erhalten, wurde untersucht, ob das Fehlen des CCR6 Rezeptors einen 
Einfluss auf die Expression der TH17-Zytokine Il-17, IL-21 und IL-22 hat. Dazu 
wurden die Lymphknoten von WT- und CCR6-/--Mäusen an verschiedenen 
Tagen nach Infektion präpariert, die RNA isoliert eine quantitative        
PCR-Analyse der Zytokin-Expressionen durchgeführt. Die Analyse der 
Expression von IL-17 ergab im Verlauf der Infektion weder einen Unterschied 
zwischen den beiden Mausstämmen, noch war eine Regulierung zu 
beobachten (Abb. 3.19 A). 
Bei der Expression von IL-21 konnte im Verlauf der Infektion eine tendenziell 
Erhöhung in den CCR6-/--Mäusen nachgewiesen werden. Die Expression in den 
WT-Mäusen blieb auf dem Niveau der nicht infizierten WT-Mäuse, während sie 
in den CCR6-/--Mäusen zwischen Tag 3 und 10 etwa um das zwei- bis 
vierfache anstieg (Abb. 3.19 B).  
Das letzte, auf die Expression hin untersuchte TH17-Zytokin, war IL-22. Im 
Verlauf der Infektion bis Tag 28 blieb die Expression von IL-22 in den WT-
Mäusen relativ gleich, bezogen auf die nicht-infizierten WT-Mäuse. Ebenso 
verhält es sich bis Tag 10 bei den CCR6-/--Mäusen. Im Verlauf der Infektion 
wurde schließlich stieg die Expression von IL-22 in den CCR6-/--Mäusen ab 
Tag 14 um etwa das siebenfache (Abb. 3.19 C), während sie in den       
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Abbildung 3.19: IL-17, IL-21 und IL-22 Expression: WT- und CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 
x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Ein ableitendender Lymphknoten 
wurde jeweils am Tag 0, 3, 6, 10, 14 und 28 präpariert und daraus die RNA isoliert. Nach 
dem Umschreiben zu cDNA wurde eine quantitative PCR-Analyse mit Primern für IL-17 (A),  
IL- 21 (B) und IL-22 (C) durchgeführt. Die Abbildung zeigt Daten aus einem Experiment mit 
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3.4.3 IL-17-Produktion nach Stimulation 
Um die IL-17-Produktion nach polyklonaler Stimulation mit αCD3 untersuchen 
zu können wurden Mäuse beider Stämme, für die Untersuchung an 
verschiedenen Tagen, mit L. major-Parasiten infiziert. Die primären Zellen 
wurden für 3 Tage in vitro stimuliert. Danach wurde der Überstand der Kultur 
abgenommen und in einem ELISA quantitativ auf IL-17 hin untersucht. In den 
naiven CCR6-/--Mäusen ist die IL-17-Ausschüttung der Lymphknotenzellen ca. 
dreimal so hoch wie in den WT-Mäusen (Abb. 3.20). Im Verlauf der Infektion 
an den Tagen 3 und 6 kommt es bei beiden Mausstämmen zu einer 
Reduktion der IL-17-Produktion. An Tag 10 wurde dann etwa dreimal mehr  
IL-17 von den WT-Mäusen in den Überstand abgegeben. Das korreliert auch 
mit dem Anstieg an IL-17+CD4+-Zellen am Tag 10 im Lymphknoten.  
 















Abbildung 3.20: IL-17-Produktion nach polyklonaler Stimulation: WT- und CCR6-/--
Mäuse wurden mit 3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. An den Tagen 0, 
3, 6, 10 und 14 wurden die ableitenden Lymphknoten präpariert und eine Zellsuspension 
hergestellt. Die primären Zellen wurden für 3 Tage polyklonal in Kulturmedium mit 
plattengebundenem αCD3 stimuliert. Der ELISA wurde mit einem Standard durchgeführt und 
so die absoluten Mengen berechnet. Abgebildet sind die Mittelwerte (±SEM). Die Abbildung 
zeigt repräsentative Daten eines Experimentes von zwei mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe. 
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3.5 Treg-Zellen im Verlauf der Infektion im Lymphknoten 
Treg-Zellen exprimieren den CCR6 Rezeptor auf ihrer Oberfläche. Eine CCR6-
Defizienz könnte zu einer verminderten Gegenregulation im Verlauf der 
Immunantwort in den CCR6-/--Tieren führen und so eine stärkere 
Pfotenschwellung mit verursachen. Deswegen sind die Treg-Zellen Gegenstand 
der weiteren Untersuchung. Dazu wurden die beiden Mausstämme infiziert, 
die ableitenden Lymphknoten an verschiedenen Tagen isoliert und eine 
Zellsuspension aus Primärzellen hergestellt.  
 













Abbildung 3.21: Treg-Zellen im Verlauf der Infektion: WT- und CCR6-/--Mäuse wurden mit 
3 x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Die ableitenden Lymphknoten 
wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 zu einer Zellsuspension verarbeitet. Die Zellen 
wurden gezählt und mit αCD4, αCD25 und αCD62L markiert. Außerdem wurde der 
intrazelluläre Transkriptionsfaktor Foxp3 mit fluorochrom-konjugierten Antikörpern markiert. 
Die Analyse wurde mit dem LSR-II durchgeführt. Abgebildet sind die Mittelwerte der Zellzahlen 
(±SEM). Die Abbildung zeigt Daten von zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils drei 
Mäusen pro Gruppe (ӿ p < 0,05, Two-way ANOVA). 
 
Die Treg-Zellen wurden über die Marker CD4, CD25, CD62L und Foxp3 durch 
eine FACS-Analyse untersucht. Nach der Infektion nimmt die Zellzahl in 
beiden Mausstämmen bis Tag 3 um mehr als das sechsfache zu und von 
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Tag 6 bis Tag 14 nimmt sie dann wieder leicht ab (Abb. 3.21). Vergleicht 
man die Ergebnisse der WT-Mäuse mit den CCR6-/--Mäusen, so kann man 
eine signifikant größere Anzahl an Treg-Zellen in WT-Mäusen im Verlauf der 
Infektion feststellen.  
 
3.5.1 Expression von IL-10 im Verlauf der Infektion 
Das Zytokin IL-10 wird hautsächlich von Treg-Zellen exprimiert und 
ausgeschüttet. Seine Funktion ist die Gegenregulation einer andauernden 
Immunantwort. Die stärkere Pfotenschwellung bei den CCR6-/--Mäusen, könnte 
auf fehlendes IL-10 zurück geführt werden. Deswegen wurde die Expression 
von IL-10 in den ableitenden Lymphknoten untersucht. WT- und CCR6-/--
Mäuse wurden für die Untersuchungstage 0, 3, 6, 10 und 14 infiziert. Nach 
der Lymphknotenpräparation wurde die RNA isoliert und in cDNA 
umgeschrieben. Folgendes ergab sich nach einer quantitativen PCR mit 
spezifischen Primern für IL-10: Man kann im Vergleich von den WT-Mäusen zu 
den CCR6-/--Mäusen eine Tendenz der erhöhten IL-10 Expression im Verlauf 
der Infektion bis Tag 14 erkennen (Abb. 3.22). Etwa am Scheitelpunkt der 







Ergebnisse  97 
 
 


















Abbildung 3.22: IL-10-Expression im Lymphknoten: WT- und CCR6-/--Mäuse wurden mit 3 
x 106 L. major-Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Ein ableitendender Lymphknoten 
wurde jeweils am Tag 0, 3, 6, 10, 14 und 28 präpariert und daraus die RNA isoliert. Nach 
dem Umschreiben in cDNA wurde eine quantitative PCR-Analyse mit Primern für IL-10 
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3.6 Proliferation und Apoptose 
3.6.1 Proliferation von CD4+ und CD8+ Zellen 
Nach der Antigenpräsentation in den ableitenden Lymphknoten kommt es zu 
einer Differenzierung von CD4+- und CD8+-Zellen und Aktivierung von T-Zellen. 
Als Hauptmerkmal der Aktivierung kommt es im Verlauf einer Immunreaktion 
zunächst zu einer Expansion der aktivierten T-Zellen. Im Folgenden wurde 
bestimmt, ob sich die CCR6-Defizienz auf das Proliferationsverhalten in den 
CCR6-/--Mäusen auswirkt. Um die Proliferationsrate der T-Zellen zu 
untersuchen, wurde den Tieren jeweils drei Tage vor der Präparation der 
Lymphknoten über das Trinkwasser BrdU verabreicht. Jede sich teilende Zelle 
baut neben den normalen Nukleotiden auch mehrere Moleküle des 
Nukleotidanalogons BrdU ein. Nach Präparation der Lymphknoten und der 
antigenspezifischen Färbung von CD4, CD8, und BrdU mit fluorochrom-
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Abbildung 3.23: Proliferation von CD4+- bzw. CD8+-Zellen: WT- und CCR6-/--Mäuse 
wurden mit 3 x 106 L. major Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Die Tiere bekamen 
jeweils drei Tage vor der Analyse BrdU über das Trinkwasser verabreicht. Die ableitenden 
Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 zu einer Zellsuspension verarbeitet. 
Die Zellen wurden gezählt und mit αCD4, αCD8 und αBrdU fluorochrom-konjugierten 
Antikörpern markiert. Die Analyse wurde mit dem LSR-II durchgeführt. Unter A ist die 
CD4+BrdU+- und unter B die CD8+BrdU+-Zellpopulation aufgetragen. Abgebildet sind die 
Mittelwerte (±SEM). Die Abbildung zeigt Daten von zwei unabhängigen Experimenten mit 
jeweils drei Mäusen pro Gruppe (ӿ p < 0,05, Two-way ANOVA). 
 
In der Abbildung 3.23 A ist der Anteil der proliferierenden CD4+-Zellen aus 
der gesamten CD4+-Zellpopulation gezeigt. Im Verlauf der Infektion nimmt in 
beiden Mausstämmen der Anteil von etwa 2 % auf ca. 10 % um das ca. 
5fache (bis Tag 6) nach Infektion zu. Am Tag 6 sind die proliferierenden 
CD4+BrdU+ 
CD8+BrdU+ 
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CD4+-Zellen in den CCR6-/--Mäusen signifikant erhöht. Nach Tag 6 nimmt der 
Anteil der proliferierenden Zellen am Tag 10 und Tag 14 bis auf ca. 5 % ab. 
Für die CD8+-Zellen zeigt sich während der Infektion eine veränderte Kinetik. 
Der Anteil der CD8+-proliferierenden Zellen in den WT- bzw. CCR6-/--Mäusen 
nimmt von ca. 2,5 % auf ca. 17,5 % zu (Abb. 3.23 B), wobei sich der Anteil 
der proliferierenden Zellen etwa versechsfachte. Zwischen den Mausstämmen 
ergab sich hier kein Unterschied. 
 
3.6.2 Proliferation nach SLA-Restimulation in vitro 
Nachdem in beiden Mausstämme eine Proliferation der CD4+ und CD8+ nach 
Infektion in vivo gezeigt wurde, soll nun die antigenspezifische 
Proliferationfähigkeit in vitro zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der 
Infektion untersucht werden. Dazu wurden die WT- bzw. CCR6-/--Mäuse mit L. 
major Parasiten infiziert, um die Zellen zu aktivieren. Nach der Isolation 
wurden die primären Lymphknotenzellen mit CSFE markiert und mit SLA in 
vitro für drei Tage restimuliert. Nach der Markierung wurde die 
antigenspezifische Proliferation von CD4+- und CD8+-Zellen im FACS analysiert. 
Im Verlauf der Infektion konnten an verschiedenen Tagen für die CD4+- bzw. 
CD8+-T-Zellen Unterschiede im Anteil der proliferierenden Zellen zwischen den 
WT- und CCR6-/--Mäusen festgestellt werden. Zunächst zeigte sich, dass etwa 
10 % mehr CD4+-T-Zellen in der CCR6-/--Mäusen nach antigenspezifischer 
Restimulation am Tag 3 proliferierten (Abb. 3.24) Ebenfalls um ca. 10 % 
unterschied sich die Proliferationsrate der zytotoxischen T-Zellen an Tag 14 
in den CCR6-/--Mäusen von den WT-Mäusen (Abb. 2.24 B). Auch hier zeigte 
sich eine verstärkte Proliferation von CD8+-Zellen in den CCR6-/--Mäusen im 
Vergleich zu den WT-Mäusen. Dieses mehr an Proliferation der einzelnen 
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Zelltypen in den CCR6-/--Mäusen könnte ein Hinweis auf eine fehlende 
Regulation der T-Zellaktivität sein. Diese Hypothese wird durch die verringerte 
Anzahl der Treg-Zellen in den CCR6-/--Mäusen unterstützt. Global ist 
festzustellen, dass in beiden Mauslinien eine antigenspezifische Proliferation 






































Abbildung 3.24: In vitro Proliferation nach SLA-Stimulation: WT- und CCR6-/--Mäuse 
wurden mit 3 x 106 L. major Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Die ableitenden 
Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3 und 14 und zu einer Zellsuspension verarbeitet. 
Die Zellen wurden gezählt und mit CSFE markiert, drei Tage mit SLA in vitro restimuliert und 
anschließend mit αCD4 und αCD8und αB220 fluorochrom-konjugierten Antikörpern markiert. 
Die Analyse wurde mit dem LSR-II durchgeführt. Unter A sind die CD4+CSFE+- und unter B 
die CD8+CSFE+-Zellpopulation dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte (±SEM). Die 
Abbildung zeigt Daten von einem Experimenten mit jeweils drei Mäusen pro Gruppe         
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3.6.3 CD4+- und CD8+-apoptotische Zellen in den Lymphknoten 
Im Folgenden sollen die Auswirkungen des Fehlens des Rezeptors in den 
CCR6-/--Mäusen im Vergleich zu den WT-Mäusen in Bezug auf die 
Apoptoserate der T-Zellpopulationen im Verlauf der Infektion mit L. major 
untersucht werden. Die apoptotischen Zellen wurden anhand der Aktivität von 
Caspase 3 und 7 bestimmt. Die Mäuse wurden infiziert, die ableitenden 
Lymphknoten an verschiedenen Tagen präpariert und Zellsuspensionen 
hergestellt. Nach Inkubation mit FLICA-Reagenz erfolgte die Markierung von 
CD4 und CD8 und die anschließende Analyse der Zellen. In Abbildung 3.25 A 
ist die zwischen WT- und CCR6-/--Mäusen ähnlich verlaufende Kurve der 
Apoptoserate der CD4+-Zellpopulation gezeigt, die im Verlauf der Infektion 
von ca. 2,5 % auf 7,5 % ansteigt. Anders verhält es sich bei den 
CD8+FLICA+-Zellen (Abb. 3.25 B). Im Verlauf der Infektion ist die Apoptoserate 
in den WT-Mäusen signifikant größer als in den CCR6-/--Mäusen. Während die 
Apoptoserate der WT-Zellen von ca. 2 % bis auf ca. 6 % bis Tag 6 nach 
Infektion ansteigt und bis Tag 14 wieder auf etwa 5 % sinkt, zeigt sich bei 
den CCR6-/--Mäusen bis Tag 6 zwar ein ähnlicher Verlauf, aber an Tag 10 
und 14 fällt die Apoptoserate bis auf unter ca. 2 %. Betrachtet man diesen 
Befund zusammen mit der Proliferationsrate der CD8+-Zellen aus 3.6.1, so ist 
vermuten, dass die CD8+-Zellpopulation in den CCR6-/--Mäusen größer ist. Dies 









































Abbildung 3.25: Apoptoserate von CD4+- bzw. CD8+-Zellen: WT- und CCR6-/--Mäuse 
wurden mit 3 x 106 L. major Parasiten in beide Hinterpfoten infiziert. Die ableitenden 
Lymphknoten wurden jeweils am Tag 0, 3, 6, 10 und 14 zu einer Zellsuspension verarbeitet. 
Die Zellen wurden gezählt, mit FLICA-Reagenz inkubiert und mit αCD4, αCD8 und αB220 
fluorochrom-konjugierten Antikörpern markiert. Die Analyse wurde mit dem LSR-II 
durchgeführt. Unter A ist die CD4+FILCA+- und unter B die CD8+FLICA+-Zellpopulation 
aufgetragen. Abgebildet sind die Mittelwerte (±SEM). Die Abbildung zeigt Daten eines 
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4 Diskussion 
Nach Schätzungen der WHO sind weltweit etwa 350 Mio. Menschen von der 
Leishmaniose bedroht. Jährlich kommen zu den im Moment ca. 12 Mio. 
infizierten Menschen etwa zwei Mio. Neuerkrankungen hinzu. Die klinischen 
Symptome einer Leishmanien-Infektion sind durch die verschiedenen Arten der 
Leishmania-Parasiten sehr unterschiedlich. Die am weitesten verbreitete Form 
ist die kutane Leishmaniose, auch Orientbeule genannt, von der meist 
unbedeckte Körperstellen betroffen sind.  
In der Regel kann das Immunsystem eines gesunden Menschen, den Erreger 
innerhalb von zwei bis drei Wochen bekämpfen und es kommt zu einer 
klinischen Ausheilung der Leishmaniose. Aber z.B. eine HIV-Infektion oder eine 
andere Form der Immunsupprimierung kann zu einer Reaktivierung der 
latenten Infektion führen kann. Es bilden sich dann im Verlauf der Krankheit 
Geschwüre und Ödeme mit zu Teil erheblicher Gewebszerstörung am Ort der 
Infektion. Da es bisher keine wirksame Prophylaxe in Form eines Impfstoffes 
gibt, ist es wichtig die Abwehrmechanismen des Immunsystems genau zu 
studieren, um neue Heilungsstrategien gegen diese Krankheit zu entwickeln 
(Kayser et al., 2005). 
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4.1 Protektive Immunantwort in den CCR6-/--Mäusen 
Leishmanien sind obligat intrazelluläre Erreger, die durch eine überwiegende 
TH1-Immunantwort beim Mensch, wie auch bei der Maus bekämpft werden 
(Sacks et al., 2002). In den resistenten C57BL/6-Mäusen kommt es durch 
eine TH1-Immunantwort-vermittelte IFN-γ-Produktion, zu einer Aktivierung von 
Makrophagen, die über NO-Synthese die intrazellulären Parasiten bekämpfen 
können (Ritter, 2010). In dieser Arbeit soll die Funktion von CCR6, einem 
Chemokin-Rezeptor, der für die Migration von TH17- und Treg-Zellen 
verantwortlich ist, für die TH-Zellimmunantwort im Modell der Leishmaniose 
näher charakterisiert werden. Weiter sollen die Mechanismen, die früh in der 
Infektion zu einer Weichenstellung in Richtung verstärkte Immunantwort führen 
und die Zelltypen, die hierfür verantwortlich sind, in dieser Arbeit genauer 
analysiert werden. 
 
4.1.1 Pfotenschwellung im Infektionsverlauf 
Für die Untersuchung der Funktion des CCR6 wurden WT- und CCR6-/--Mäuse 
mit 3 x 106 L. major Parasiten infiziert und anschließend die Pfotendicke 
gemessen.  
Die Pfotendicke in beiden Mäusen nimmt in den ersten 21 Tagen stark zu. 
Die Pfoten der CCR6-/--Mäuse schwollen im weiteren Verlauf stärker an. In 
Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass CCR6-/--Mäuse genauso wie die WT-
Mäuse die Krankheit nach etwa 14 Wochen auszuheilen konnten. Das heißt 
beide Mausstämme können eine protektive Immunantwort ausbilden (Lechner 
et al., 2007). Der in dieser Arbeit vorgestellte Befund einer stärkeren 
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Schwellung der CCR6-/--Mäusepfoten spricht für eine verstärkte Entzündung in 
den Pfoten.  
 
4.1.2 Klassenwechsel der B-Zellen 
Die Immunantwort gegen L. major in C57BL/6 Mäusen ist vor allem durch 
das Effektor-Zytokin IFN-γ gekennzeichnet. So ist beschrieben, dass IFN-γ 
wichtig ist für den Klassenwechsel und die Produktion von Antikörpern des 
IgG2a-Typs, aber die Expression von z.B. IgG1 Antikörpern inhibiert. Somit 
zeigt die IgG2a-Produktion die Polarisierung der Immunantwort in Richtung 
TH1 an (Snapper et al., 1987). In unserem Infektionsmodel konnte sowohl auf 
RNA- und Protein-Ebene in den WT- bzw. CCR6-/--Mäusen eine gesteigerte 
Produktion von IFN-γ ab Tag 10 feststellt werden. Dies spricht dafür, dass 
auch in den CCR6-/--Mäusen eine TH1-dominierte Immunantwort abläuft. Der 
Befund wird gestützt durch die Untersuchung der Serumspiegel von IgG1 und 
IgG2a. Es kommt, wie in den WT-Mäusen, in den CCR6-/--Mäusen zu einer 
gesteigerten Produktion von IgG2a. Im Vergleich dazu blieb die IgG1 
Antikörperproduktion auf einem niedrigen Basalwert und mit den WT-Mäusen 
vergleichbar. Weiter sind die Parasiten in der Lage die IFN-γ-vermittelte 
Immunantwort durch Sekretion von suppressorischen Proteinen zu inhibieren 
und gleichzeitig die IL-4 Expression in C57BL/6-Mäusen anzukurbeln 
(Tabatabaee et al., 2011). In diesem Zusammenhang kam es in beiden 
Mausstämmen nach Infektion mit L. major trotz einer TH1-dominierten 
Immunantwort zu einer Induktion der Expression von IL-4. Die IL-4-Produktion 
ist in den Lymphknoten zum Großteil auf die folikulären TH-Zellen beschränkt 
ist (Reinhardt et al., 2009). Tendenziell wurde in den CCR6-/--Mäusen im 
Verlauf der Infektion die IL-4 Expression schwächer hochreguliert und auf der 
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anderen Seite mehr IFN-γ produziert. Das heißt, die sekretorischen 
suppressiven Proteine der Parasiten könnten in den CCR6-/--Mäusen nur eine 
verminderte Wirkung haben. Wahrscheinlicher ist aber, dass in den CCR6-/--
Mäusen im frühen Stadium der Infektion zwischen Tag 0 und Tag 6 die 
vermehrte IFN-γ-Produktion durch NK-Zellen sich inhibitorisch auf die 
Expression von IL-4 auswirkt. Die Inhibitorisch Wirkung von IFN-γ auf die TH2-
Differenzierung wurde schon in den 80er Jahren gezeigt (Gajewski et al., 
1988). 
 
4.1.3 CD4+ bzw. CD8+ T-Zellsubpopulation 
Schon seit den 90er Jahren ist bekannt, dass funktionelle CD4+ TH-Zellen 
nötig sind, um eine kutane Leishmaniose ausheilen zu können (Erb et al., 
1996). Für die Resistenz von C57BL/6 Mäusen für L. major ist das Zytokin IL-
12 sehr wichtig und in der Erstinfektion für die Induktion der IFN-γ-Produktion 
von T-Effektor-Zellen verantwortlich (Park et al., 2002; Pakpour et al., 2008). 
In Protein Kinase C δ-(PKCδ)-defizienten C57BL/6-Mäusen, einem Enzym, dass 
wichtig in der Signalkaskade für die Induktion der IL-12 Expression ist, wird 
kaum IFN-γ gebildet und es kommt zu einer nicht-ausheilenden, chronischen 
Entzündung in diesen Mäusen (Guler et al., 2011).  
In unserem Leishmanien-Modell wurde die Expression der beiden 
Untereinheiten von IL-12 durch eine quantitative PCR-Analyse untersucht. Es 
stellte sich heraus, dass sowohl die Expression der Untereinheit IL-12p35 als 
auch der Untereinheit IL-12p40 in den WT-Mäusen im Verlauf der Infektion im 
Vergleich zu den CCR6-/--Mäusen hochreguliert ist (3.3.1). Die deutliche 
Hochregulierung von IL-12p40 am Tag 6, aber auch im Verlauf der Infektion 
in den WT-Mäusen, korreliert in unserem Modell mit der zunehmenden Anzahl 
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von INF-γ CD4+ TH-Zellen. Trotz der geringeren Hochregulierung von IL-12p40 
und IL-12p35 in den CCR6-/--Mäusen, reicht die Expression aus, um eine 
gleichwertige IFN-γ-Immunantwort von CD4+-T-Zellen in den CCR6-/--Mäusen zu 
induzieren. Ein weiterer Beleg für eine TH1-dominierte Immunantwort ist die 
Expression von IFN-γ selbst. Sie zeigt keine Unterschiede zwischen beiden 
Mausstämmen und auch die Kinetik der IFN-γ Expression war vergleichbar. 
Das während der Infektion gebildete IL-12 wirkt sich positiv auf die Zellteilung 
und somit auf die Differenzierung von TH-Zellen aus. Auf der anderen Seite 
wird die Apoptose von aktivierten TH-Zellen inhibiert (Park et al., 2002). Im 
Verlauf der Infektion nimmt die CD4+-Zellpopulation bezogen auf die Zellzahl 
in beiden Mausstämmen zu. Wie schon oben erwähnt, ist die Expression der 
IL-12-Untereinheiten in den CCR6-/--Mäusen im Vergleich zu den WT-Mäusen 
erniedrigt. Die durch die Infektion induzierte Proliferation wurde mittels  
BrdU-Einbau verfolget. Es konnte der typische Verlauf einer CD4+ TH-
Zellaktivierung bis Tag 6 (Reinhardt et al., 2001) durch die damit verbundene 
Proliferation nach Infektion beobachtet werden. Zwischen Tag 0 und 6 stieg 
die Proliferationsrate in den WT- und CCR6-/--Mäusen an. Nach SLA-
Stimulation in vitro zeigte sich an Tag 3 für die CD4+-TH-Zellen in den    
CCR6-/--Mäusen im Vergleich zu den WT-Mäusen eine gesteigerte 
Proliferationsrate. Dies bestätigt die funktionelle Aktivierung von TH-Zellen. Bei 
der Apoptoserate konnte allerdings kein Unterschied in der CD4+ TH-
Zellpopulation im Verlauf der Infektion zwischen den Mausstämmen belegt 
werden.  
Es wurden gezeigt, dass neben den CD4+-IFN-γ-Produzenten auch CD8+-T-
Zellen bei der kutanen Leishmaniose im Menschen eine wichtige Rolle als    
IFN-γ-Produzenten spielen (Nateghi et al., 2010). Auch im Mausmodell von 
C57BL/6-Mäusen mit einer low dose Infektion von 100 Parasiten pro Ohr 
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wurde eine CD8+-zellabhängige protektive Immunantwort gezeigt. Denn    
CD8-/--Mäuse können die low dose Infektion nicht kontrollieren (Belkaid et al., 
2002). Im Gegensatz zu den CD4+ IFN-γ-Produzenten, steigt die Anzahl der 
CD8+ IFN-γ-Produzenten bis Tag 6 in beiden Mausstämmen stark an und 
nimmt dann wieder ebenso stark ab. Dieser Befund ist ein Indiz, dass die 
CD8+ T-Zellen in der frühen Immunantwort gegen L. major als             
IFN-γ-Produzenten wichtig sind. Im weiteren Verlauf der Infektion spielen die 
zytotoxischen T-Zellen für die Ausheilung der Leishmaniose keine Rolle (Erb et 
al., 1996). 
Zusammengefasst kann man sagen, dass nach Infektion mit L. major-
Parasiten die TH1-Immunantwort sowohl in den WT-Mäusen als auch in den 
CCR6-/--Mäusen induziert wird und eine Ausheilung der Erkrankung ermöglicht. 
Denn auch die Makrophagen-Aktivierung ist in den CCR6-/--Mäusen 
vergleichbar mit den WT-Mäusen (Lechner et al., 2007). Diese sorgen letztlich 
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4.2 Fehlregulation der Immunantwort in den CCR6-/--Mäusen 
4.2.1 Parasitenlast im Infektionsverlauf 
CXCR3 ist neben CCR6 ein wichtiger Rezeptor der die Migration von 
Effektorzellen an den Entzündungsort dirigiert (Groom et al., 2011). In 
Leishmanien-infizierten CXCR3-/--Mäusen wurde gezeigt, dass weniger     
CD4+- und CD8+-T-Zellen am Ort der Entzündung zu finden sind und zugleich 
die Parasitenlast im Vergleich zu den WT-Mäusen zunimmt (Rosas et al,. 
2005). In unserem Modell stieg die Parasitenlast in den Lymphknoten bis zum 
Tag 28 zwischen beiden Mausstämmen vergleichbar an. In der Leber und im 
Knochenmark wurden nur wenige Parasiten ab Tag 6 nachgewiesen. In der 
Milz wurden keine Parasiten detektiert. Dies weist daraufhin, dass in den 
CCR6-/--Mäusen keine Viszeralisierung stattfindet. Die vergleichbare 
Parasitenlast gibt somit keine Erklärung dafür gibt, warum die Pfoten der 
CCR6-/--Mäuse stärker geschwollen sind. 
 
4.2.2 TH17-Zellen im Verlauf der Infektion 
Im Menschen ist eine Immunantwort gegen L. donovani assoziiert mit einer 
Induktion der Expression von IL-17 und IL-22. Das meiste IL-17 und IL-22 
wird von TH17-Zellen produziert und es wird angenommen, dass diese 
Zytokine eine komplementäre Rolle zu den TH1-Zytokinen einnehmen (Pitta et 
al,. 2009). Auch nach der Infektion von WT- und CCR6-/--Mäusen mit        
L. major-Parasiten ist im Lymphknoten im Verlauf der Krankheit wurde eine 
Zunahme der Zellzahl von CD4+IL-17+-Zellen (TH17-Zellen) zu beobachtet. Die 
Zellzahlen unterscheiden sich bis Tag 6 kaum zwischen beiden Mausstämmen. 
Danach können die WT-Mäuse das Niveau von ca. 104 pro Lymphknoten 
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halten, während die TH17-Zellpopulation in den CCR6-/--Mäusen um 2/3 
abnimmt. Das kann mehrere Ursachen haben. Es wurde schon gezeigt, dass 
in der Leishmaniose die Migration von CD4+-Zellen zum Entzündungsherd in 
CCR6-/--Mäusen vermindert ist (Lechner et al., 2006). Somit kann nicht von 
einer Auswanderung der TH17-Zellen, als Grund für eine Abnahme im 
Lymphknoten ausgegangen werden. Ohne CCR6 können diese Zellen nicht in 
den Lymphknoten migrieren oder dort gehalten werden. Wie gezeigt wurde, 
wird der Ligand von CCR6, CCL20 am Tag 2 in beiden Mausstämmen massiv 
hochreguliert. Somit konnte wir zeigen, dass CCR6 auch für die Migration von 
T-Zellen in den Lymphknoten wichtig ist. 
Durch IL-17 kommt es zu einer Rekrutierung und Aktivierung von 
Neutrophilen an den Ort der Entzündung. TH17-Zellen stellen auch in diesem 
Zusammenhang einen Hauptproduzenten von IL-17 dar (Ouyang et al., 2008). 
Damit TH17-Zellen diese Funktion erfüllen können, müssen sie ebenfalls an 
den Entzündungsort migrieren. Durch die fehlende Migration der TH17-Zellen 
in die Pfoten der CCR6-/--Mäuse im Verlauf der Infektion ist wahrscheinlich 
auch die Rekrutierung von Neutrophilen gestört. Neutrophile sind an der 
Bekämpfung der Leishmanien beteiligt, dienen aber auch als Wirtszelle für 
den Parasiten (Ritter et al., 2009).  
Das Zytokin IL-21 ist involviert bei der T- und NK-Zellaktivierung und wird vor 
allem von CD4+-T-Zellen exprimiert (Leonard et al., 2005). In unserem 
Leishmaniose-Mausmodell ist IL-21-Expression in den CCR6-/--Mäusen 
tendenziell stärker hochreguliert als in den WT-Mäusen. Es konnte gezeigt 
werden, dass IL-21 synergistisch mit IL-15 zu einer verstärkten NK-Zell 
Aktivierung führt (Liu et al., 2009). Es ist daher wahrscheinlich, dass die 
stärkere Expression von IL-21 in den CCR6-/--Mäusen mitverantwortlich für die 
vergrößerte NK-Zellpopulation im Verlauf der Infektion ist. An Tag 10 zeigte 
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sich die stärkste Korrelation. IL-21 kann auch die IFN-γ-Produktion in NK-
Zellen induzieren (Ianello et al., 2010). Auch die Befunde in Bezug auf die 
IFN-γ-Produktion von NK-Zellen in den CCR6-/--Mäusen lassen sich durch die 
erhöhte IL-21 Expression erklären. Unter den NK-Zellen waren deutlich mehr 
IFN-γ+-NK-Zellen vorhanden. Eine mechanistische Erklärung, warum in den 
CCR6-/--Mäusen die IL-21-Expression tendenziell erhöht ist, kann an dieser 
Stelle nicht gegeben werden. Weiter darf nicht vergessen werden, dass die 
Effekte von IL-21 nicht sehr spezifisch sind und auch der Zustand der 
Zielzelle eine entscheidende Rolle spielt (Spolski et al., 2010). 
 
4.2.3 Treg-Zellen im Verlauf der Infektion 
Die Aufgabe von Treg-Zellen ist ein überschießen der Immunantwort zu 
verhindern (Sakaguchi et al., 1995). Dies geschieht im Verlauf der Infektion 
durch die Produktion von anti-inflamatorischen Zytokinen, wie IL-10. So 
verhindert IL-10 ein Überschießen der Immunantwort (Kühn et al., 1993). Auch 
Treg-Zellen exprimieren CCR6 auf ihrer Oberfläche. In der EAE konnte eine 
Migration von Treg-Zellen über CCR6 ins Gehirn gezeigt werden (Korn et al., 
2007). Eine Migration von Treg-Zelllen mittels CCR6 zum Ort der Entzündung 
im Verlauf der Infektion mit L. major sollte somit in den CCR6-defizienten 
Mäusen ausgeschlossen sein. Treg-Zellen migrieren nicht nur allein durch CCR6 
zum Ort der Entzündung. Es wurde auch eine CCR5-abhängige Migration in 
die Dermis beschrieben. Die Infektion von CCR5-/--Mäusen zeigte im Vergleich 
zu den WT-Mäusen, dass am Ort der Entzündung mehr CD4+IFN-γ+-Zellen zu 
finden sind. Dieser Befund steht im Zusammenhang mit einer verminderten 
Anzahl von Treg-Zellen am Entzündungsort, die normalerweise ein 
Langzeitüberleben des Parasiten sichern. Ohne diese CCR5+-Treg-Zellen kann 
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eine stärkere IFN-γ-Immunantwort durch CD4+-Zellen induziert werden. Dies 
hat in diesen Mäusen eine starke Resistenz gegen die L. major Parasiten zur 
Folge (Yurchenko et al., 2006). Aber die CCR6 gesteuerte Migration führt 
wahrscheinlich nicht nur zum Ort der Entzündung. Wie gezeigt werden 
konnte, wird die CCL20-Expression an den Tagen 2 bis 3 in den 
Lymphknoten stärk hochreguliert. Im Vergleich zu den WT-Mäusen waren 
schon in den naiven CCR6-defizienten Mäusen weniger Treg-Zellen im 
Lymphknoten vorhanden. Deswegen gehen wir von einer CCR6 gesteuerten 
Migration von Treg-Zellen in den Lymphknoten aus. Die Reduktion der Treg-
Zellen in Lymphknoten legt eine frühe Fehlregulierung der Immunantwort 
nahe. In den CCR6-/--Mäusen ist im Vergleich zu den WT-Mäusen eine 
tendenziell geringere Parasitenlast in den Lymphknoten zu beobachten, was 
auf eine bessere Bekämpfung der Parasiten schließen lässt. Weiter wurde 
beschrieben, dass erst durch die Anwesenheit von Treg-Zellen am Ort der 
Entzündung eine Persistenz der L. major Parasiten ermöglicht wird, da durch 
die Suppression von Effektorzellen, über IL-10 ab- und unabhängige 
Mechanismen, der Parasit überleben kann. (Belkaid et al., 2002). Die 
gesteigerte IFN-γ-Produktion im Lymphknoten könnte auf Grund des Mangels 
an Treg-Zellen und der daraus resultierenden Fehlregulation der Entzündung 
herrühren. Dadurch kann in den CCR6-/--Mäusen, ähnlich wie in den      
CCR5-/--Mäusen (Belkaid et al., 2006) die verbesserte antiparasitäre 
Immunantwort erklärt werden verbunden mit einer stärkeren Schwellung der 
Pfoten. 
Die Annahme der Fehlregulation der Immunreaktion unterstützt der Befund 
einer erhöhten Expression der Untereinheit IL-12p35 im Verlauf der Infektion 
in den WT-Mäusen. IL-35 wird aus den Untereinheiten IL-12p35 und dem 
Protein EBI-3 (Epstein-Bar-Virus induziertes Gen 3) gebildet (Hölscher, C., 
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2004). Es hat immunsupressorische Funktion, unter andrem in chronischen 
Entzündungsreaktion, aber auch bei Virus und Parasiten Infektionen und wird 
von Treg-Zellen exprimiert (Collison et al., 2007). Die verminderte Expression in 
den CCR6-/--Mäusen im Verlauf der Infektion, besonders ab Tag 10, könnte 
auf die verkleinerte Population der Treg-Zellen zurück zuführen sein und eine 
stärkere Entzündung der Pfoten erklären. 
 
4.2.4 Untersuchung der NK-Zellpopulation 
Die Produktion von IFN-γ in der frühen Phase der Infektion ist auf NK-Zellen 
zurückzuführen (Scharton-Kersten et al., 1995). Diese IFN-γ+-NK-Zellen sind in 
der Leishmaniose auch verantwortlich für die CD4+-T-Zelldifferenzierung 
(Scharton et al., 2010). Auch wir konnten durch den NK-Zellmarker NKp46 
zeigen, dass in der frühen Phase der Infektion die NK-Zellen für die IFN-γ-
Produktion verantwortlich sind. Auch wenn sich die Proliferationsraten der 
CD4+-T-Zellen im Verlauf der Infektion zwischen den WT- und den       
CCR6-/--Mäusen ansonsten nur gering unterscheiden, so ist doch an Tag 6 
eine vermehrte Proliferation in den CCR6-/--Mäusen zu beobachten. Dies 
korreliert mit der Beobachtung, dass ab diesem Zeitpunkt auch die Anzahl 
der IFN-γ+-NK-Zellen in den CCR6-/--Mäusen im Vergleich zu den WT-Mäusen 
erhöht war. Es stellte sich die Frage, warum die NK-Zellpopulation in den 
CCR6-/--Mäusen vergrößert ist. Wie schon oben erwähnt, wirkt IL-21 
zusammen mit IL-15 synergistisch auf die Aktivierung der NK-Zellen und 
positiv auf deren IFN-γ-Produktion aus. Weiter können NK-Zellen über IL-10 
reguliert werden (Frimpong-Boateng et al., 2010). In unserem CCR6-/--
Mausmodell ist wahrscheinlich, dass durch eine verkleinerte Treg-Population, 
die noch dazu keinen CCR6 haben, es zu einem relativen Mangel an IL-10 
kommt und somit eine unzureichenden Supprimierung der NK-Zellen im 
Verlauf der Infektion in den CCR6-/--Mäusen zustande kommt. 
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5 Zusammenfassung 
Die Heilung der Leishmaniose ist von TH-Zellen abhängig. Im Modell der 
Leishmaniose ist die TH1- und die TH2-Immunantwort gut verstanden. Der 
CCR6 wird von TH17- und Treg-Zellen exprimiert. Die Rolle von TH17- und Treg-
Zellen im Krankheitsverlauf der Leishmaniose ist bis jetzt kaum untersucht 
worden.  
In CCR6-/--Mäusen lässt sich für die frühe Phase der Infektion sagen, dass 
das vermehrt gebildete IFN-γ die Weichen für eine verstärkte 
Entzündungsreaktion stellen könnte. Es wird die Proliferation der CD4+-T-
Zellen durch das vermehrte IFN-γ in den CCR6-/--Mäusen verstärkt. Auch passt 
in den CCR6-/--Mäusen die verstärkte Expression von IL-21, welches mit IL-15 
synergistisch wirkt, zu der erhöhten Anzahl von NK-Zellen und der erhöhten 
Anzahl von IFN-γ+-NK-Zellen. In diesem Zusammenhang ist auch die 
tendenziell geringere Parasitenlast in den Lymphknoten der CCR6-/--Mäuse zu 
erwähnen, weil durch eine verstärkte Entzündungsreaktion auch die Parasiten 
besser bekämpft werden können. 
Der primäre Effekt für die verstärkte Entzündungsreaktion in den CCR6-/--
Mäusen, ist aber sicherlich die geringere Anzahl der Treg-Zellen im 
Lymphknoten im Verlauf der Infektion bei, weil ein Teil der 
immunsupprimierenden Zellen fehlt.  
Daneben kommt es wahrscheinlich durch die geringere Anzahl der IL-17-
produzierenden TH17-Zellen in den CCR6-/--Mäusen zu einer geringeren 
Rekrutierung von Neutrophile, die neben den Makrophagen eine wichtige Rolle 
als Fresszellen bei der Bekämpfung der Parasiten haben. 
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Trotz dieser Fehlregulationen der Immunantwort können die CCR6-/--Mäuse die 
Infektion mit L. major ausheilen.  
 
 




%     Prozent 
°C     Grad Celsius 
+/-     positiv/negativ 
α     anti- oder alpha 
µ     Mikro (10-6) 
Abb.     Abbildung 
Ak     Antikörper 
APC     Allophycocyanin o. antigenpräsentierende Zelle 
bp     Basenpaar 
BSA     bovine serum albumin, Rinderserumalbumin 
BrdU     Bromdesoxyuridin 
bzw.     beziehungsweise 
CCL     Chemokinrezeptor-Ligand 
CCR     Chemokinrezeptor 
CD     cluster of differentiation 
cDNA     complementary DNA, komplementäre DNA 
CSFE     5,6-Carboxyfluorescein-succinimidylester 
Cy5     ein Cyanfarbstoff 
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DAPI     4´,6–Diamidino–2–phenylindol Dihydrochlorid 
DC     dendritic cell, dendritische Zelle 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs    Desoxyribonukleosid–Triphosphat 
EAE     Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 
E. coli    Escherichia coli 
EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA     enzyme-linked-immunosorbant-assay 
FACS fluorescence-activated-cell-sorting, 
Durchflusszytometrie 
FCS     fetal calf serum, fötales Kalbserum 
FITC     Fluorescein–Isothiocyanat 
Foxp3     Forkhead-Box-Protein P3 
FSC/SSC    forward/side scatter, Vor-/Seitwärtsstreulicht 
g     Gramm oder Erdbeschleunigung 
HBSS     Hanks´ buffered salt solution 
HRP     horseradish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase 
IFN-γ     Interferon 
Ig     Immunoglobulin 
IL     Interleukin 
i. p.     intraperitoneal 
Kontr.     Kontrolle 
L.     Leishmania 
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l     Liter 
m     Milli (10-3) 
M     molar (mol/l) 
MHC-I/II    Haupthistokompatibilitätskomplex der Klasse–I/II 
min.     Minute(n) 
Mio.     Million 
mRNA     messenger RNA, Boten-RNA 
OD     Optische Dichte 
p     Pico (10-12) 
PBS phosphate buffered saline, Phosphat–gepufferte 
Kochsalzlösung 
PCR polymerase chain reaction, Polymerase-
Kettenreaktion 
PE     Phycoerythrin 
PerCP     Peridinin–Chlorophyll–Protein 
qPCR     quantitative PCR 
REU     relative ELISA-Einheiten 
rpm     rounds per minute 
RPMI     Roswell Park Memorial Institute 
rt     real time 
RT     Raumtemperatur oder reverse Transkription 
sec.     Sekunde(n) 
SEM     standard error of the mean, Standardfehler 
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SLA     Lösiches L. major Antigen 
sog.     so genannt 
TAE     Tris-acetat EDTA 
TGF-β     transforming growth factor-β 
TH-Zelle    T-Helfer-Zelle 
Treg-Zelle    regulatorische T-Zelle 
TRIS     Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
TLR     Toll-like receptor 
U     Unit 
üN     über Nacht 
WT     Wildtyp 
z.B.     zum Beispiel 
z.T.     zum Teil 
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